
 

新潟大学大学院 自然科学研究科 生命・食料科学専攻 平成 26年 博士論文 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 β－アミリン合成酵素の触媒機構 
に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

新潟大学大学院 自然科学研究科 博士後期課程 

生命・食料科学専攻 応用生命・食品科学コース 

F11M010C 伊藤 遼介 

主指導教員   星野 力 教授 



 
 

β−アミリン合成酵素の触媒機構に関する研究 

 

第 1章 緒論 1 

1−1. テルペン環化酵素 2 

1−2. トリテルペン環化酵素について 9 

1−3. スクアレン−ホペン環化酵素（SHC） 12 

1−4. オキシドスクアレン環化酵素（OSC） 17 

1−5. Euphorbia tirucalli L.由来                      

β−アミリン合成酵素（EtAS）について 40 

 

 

第 2章 実験方法 45 

2−1. 実験の概要 47 

2−2. 実験材料 47 

2−3. 分析機器 54 

2−4. 培養および保存 55 

2−5. 基本的な遺伝子操作法 56 

2−6. S. cerevisiae の培養と誘導 69 

2−7. ケン化とヘキサン抽出 69 

2−8. ホモロジーモデリング 70 

2−9. 基本的なタンパク操作法 71 

2−10. 酵素の精製 74 

2−11. 精製 OSCを用いた酵素反応検定 76 

2−12. Western blotting 79 

 

 

第 3章 β−アミリン合成酵素の酵素学的諸性質 81 

3−1. 背景と目的 82 

3−2. 酵素学的諸性質 82 

3−3. 速度論定数の決定 87 

3−4. 高次構造 92 

3−5. 阻害剤を用いた酵素反応 96 

3−6. 環化開始部位への部位特異的変異導入 110 

 



 
 

 

第 4章 F728 残基の機能解析 119 

4−1. 背景と目的 120 

4−2. マルチプルアラインメント 121 

4−3. ホモロジーモデリング 122 

4−4. SHC F601 残基 123 

4−5. S. cerevisiae ラノステロール合成酵素 F699残基 125 

4−6. 変異株の作製 127 

4−7. プロダクトプロファイル 129 

4−8. 野生株に対する変異株の相対活性 140 

4−9. CD測定 146 

4−10. F728 残基のまとめ 148 

4−11. プロダクトのスペクトルデータ 149 

 

 

第 5章 F474 残基の機能解析 165 

5−1. 背景と目的 166 

5−2. SHC F365 残基 168 

5−3. S. cerevisiae ラノステロール合成酵素 F445残基 170 

5−4. 変異株の作製 172 

5−5. プロダクトプロファイル 174 

5−6. 野生株に対する変異株の相対活性 181 

5−7. CD測定 189 

5−8. F474残基のまとめ 190 

4−9. プロダクトのスペクトルデータ 191 

 

 

第 6章 イネ由来 OsOSC6 の進化過程 201 

6−1. 背景と目的 202 

6−2. OsOSC6 について 205 

6−3. OsOSC6 の微量成分の同定 206 

6−4. OsOSC6 のプロダクトプロファイル 209 

6−5. OsOSC6 の進化過程 214 

6−6. OsOSC6 のプロダクトデータ 218 

 

 

 



 
 

 

第 7章 総括 225 

7−1. EtAS酵素学的諸性質 226 

7−2. F728、F474残基の機能 229 

7−3. イネ由来 OsOSC6の進化過程 235 

7−4. まとめ 239 

 

 

謝辞 240 

 

参考文献 241 

 

  
  

  
  



 
 

略語(アルファベット順) 
Amp ampicillin 
bAS β-amyrin synthase 
bp base pairs 
CAS cycloartenol synthase 
CD circular dichroism 
DNA deoxyribonucleic acid 
DiOXSQ dioxidosqualene 
DTT dithiothreitol 

EtAS β-amyrin synthase from Euphorbia tirucalli L. 

FPP franecyl diphosphate 

GC gas chromatography 

GGPP geranyl geranyl diphosphate 

GPP geranyl diphosphate 

HPLC high performance liquid chromatography 

hr hour 

IPP isopentenyl diphosphate 

kb kilobase 

kDa kilodalton 

LAS Lanosterol synthase 

LB Luria-Bertani 

LUS Lupeol synthase 

MS mass spectrometry 

min minute 

ORF open reading frame 

OXSQ oxidosqualene 

OSC oxidosqualene cyclase 

PAGE polyacrylamido gel electrophoresis 

PCR polymerase chain reaction 

R.T. retention time 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SE squalene epoxidase 

SHC squalene hopene cyclase 

SQ squalene 

TLC thin layer chromatography 

 
 



 1 

第 1章 

諸論 

1-1. テルペン環化酵素 2 

1-1-1. 天然有機化合物（天然物）について 2 

1-1-2. イソプレノイドについて 4 

1-1-3. テルペン環化酵素について 7 

1-2. トリテルペン環化酵素について 9 

1-3. スクアレン−ホペン環化酵素（SHC） 12 

1-3-1. SHCについて 12 

1-3-2. SHCへの部位特異的変異導入実験について 13 

1-4. オキシドスクアレン環化酵素（OSC） 17 

1-4-1. OSC研究の背景 17 

1-4-2. OSCの機能解析について 19 

1-4-3. ラノステロール合成酵素 21 

1-4-4. β−アミリン合成酵素 24 

1-4-5. シロイヌナズナ OSC 29 

1-4-6. OSCの系統解析 32 

1-5. Euphorbia tirucalli L.由来β-アミリン合成酵素について 40 

1-5-1. Euphorbia tirucalli L.について 40 

1-5-2. 当研究室でのこれまでの EtAS研究 41 

1-5-3. 本研究の目的 43 

 

  



 2 

1-1. テルペン環化酵素 
 

1-1-1. 天然有機化合物（天然物）について 
 

天然有機化合物（天然物）とはその名の通り、生物由来に由来する有機化合物である。

その中でも天然物化学・生物有機化学では下に示したような主に比較的低分子量の有機化

合物を追求する学問であり、タンパク質、アミノ酸、炭水化物、脂質、核酸などは主に生

化学において取り扱われる。 

天然物の性質は多岐にわたり、例として次のようなものが挙げられる。生体機能調整

（ホルモン、ビタミンなど）、情報伝達（フェロモン）、毒・薬、香料（バニリン、リモネ

ン、メントールなど）、色素（カロテノイド、フラボノイドなど）である。そして、天然

物はその分子構造、生合成機構から以下のように大きく４つに分類することができ、当研

究室で主にターゲットとしているイソプレノイド（テルペノイド）もこの分類に含まれる。 

（１）脂肪酸、ポリケタイド（プロスタグランジン、マクロライド） 

（２）イソプレノイド（テルペノイド、ステロイド、カロテノイド） 

（３）芳香族化合物（フェニルプロパノイド） 

（４）含窒素化合物（アルカロイド） 

近年では分類の異なる成分を一つの分子内に併せ持つハイブリッド分子の研究も盛んに

行われており、メロテルペノイド（ポリケタイド＋テルペノイド）やインドール−テルペ

ン（インドール＋テルペノイド）などはその代表である。 

Figure 1-1には天然物の代表例を示した。 

  



 3 

 

Figure 1-1. 代表的な天然物の構造 
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1-1-2. イソプレノイドについて 
 

イソプレノイドは、動植微生物の産生する有機化合物の一群であり、その種類は非常に

多様である。テルペン、ステロイドやカロテンなどはイソプレノイド系化合物の代表であ

る。自然界において植物は光合成により、二酸化炭素と水から糖やアミノ酸などを生成し、

更に種々な生命維持のために必要な物質を作っていく。動物も生命維持のために必要な物

質を生合成するが、大部分は飲食により原料物質を摂取し、必要な物質に変換している。

これらの生合成経路は一次代謝と二次代謝に大別できる（Figure 1-2）。一次代謝は、動植

物にとって基本的な生命エネルギー獲得の代謝産物である。この一次代謝と二次代謝にイ

ソプレノイドは深く関わっている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1-2. 天然物の代謝と生合成 
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イソプレノイドは枝分かれした炭素数 5 個のイソプレン CH2=C(CH3)-CH=CH2 がくり返

し重合してできる物質群の総称である。このくり返し単位によってヘミテルペン(C5)、モ

ノテルペン（C10）、セスキテルペン（C15）、ジテルペン（C20）、セスタテルペン（C25）、

トリテルペン（C30）、およびテトラテルペン（C40）に分類される（Figure 1-2）。1950 年

代に多くの天然物がイソプレン単位により形成されるという「イソプレン則」が提唱され

た。生体内での重合反応は、イソプレンそのものが反応するのではなく、同じく C5 のイ

ソペンテニル二リン酸（IPP）が反応する。この IPPはメバロン酸中間体経由で生合成され

ることから、メバロン酸経路と呼ばれ、イソプレノイド生合成経路が確立した（Scheme 1-

1）。しかし、1993 年、メバロン酸を経ない新規な経路で IPP が生合成されることが発見

された。この経路は「非メバロン酸経路（MEP 経路）」と呼ばれ、原核生物や植物の色素

体で広く見いだされている。71 

1970 年代からの研究により、機能類似の酵素グループの存在が示され、テルペノイド

経路の初期段階を触媒するテルペン生合成酵素として認知された。テルペン生合成遺伝子

のクローニングは、テルペノイド生合成と機能の研究にとって現在ますます重要な役割を

果たしてきている。テルペン生合成遺伝子は現在、放線菌や真菌、植物を材料としてクロ

ーニングされ、酵素の構造や進化に対して知見が得られている。さらにテルペン生合成遺

伝子の異種発現は、構造-機能相関の研究のための部位特異的突然変異株などの分子生物学

的手段を使用するための大量の酵素を得ることを可能にした。 
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Scheme 1-1. イソプレノイド代謝経路 
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1-1-3. テルペン環化酵素について 
 

環状テルペン化合物は分子内に複数のキラルセンターを有する場合が多い。そのためテ

ルペン環化酵素の反応は非常に複雑であるが、テルペン環化酵素はこれを厳密に制御し、

特定の化合物を生成する。この非常に複雑なテルペンの環化反応を達成するために重要な

ステップとして次の４つが挙げられる。（１）基質を正確に折りたたむ、（２）反応開始、

（３）中間体カチオンの安定化、（４）反応集結。 

特に（２）反応開始について、その様式によってテルペン環化酵素が主に下の 2 つに分

類できることがわかってきた（Table 1-1）。1-4 

・クラス I環化酵素：二リン酸脱離により反応開始し、反応はMg2+に依存する 

・クラス II環化酵素：末端二重結合またはエポキシ環へのプロトン付加により反応開始 

これらの酵素には反応開始のために重要な異なるモチーフがそれぞれ保存されているこ

ともわかってきた。クラス I 環化酵素においては、二リン酸を酵素がトラップするための

DDxxD モチーフや NSE（DTE）モチーフ、クラス II 環化酵素においては反応開始のプロ

トン付加を担う DxDD（DCTAE）モチーフがそれ相当する。クラス I環化酵素としては、

セスキテルペン環化酵素のアリストロチェン合成酵素 5、ペンタレネン合成酵素 6やジテル

ペン環化酵素のフシコッカジエン合成酵素 7、タキサジエン合成酵素 8などがある。クラス

II環化酵素としては、ジテルペン環化酵素の ent-コパリル二リン酸合成酵素 9やトリテルペ

ン環化酵素（スクアレン－ホペン環化酵素；SHC1,10、オキシドスクアレン環化酵素；

OSC11）などがある。そして、クラス Iと II環化酵素活性を共有する 2機能性の環化酵素の

存在も明らかとなっており、アビエタジエン合成酵素 12や ent-カウレン合成酵素 13がそれ

に当たる。また、これらの環化酵素の X 線結晶構造解析が明らかにされてきており、クラ

スごとに 3次構造が構造的に保存されていることがわかってきた 8。それらの 3次構造は α

～γ ドメインと名付けられており、クラス I 環化酵素では α ドメインが、クラス II 環化酵

素では β、γの 2つのドメインが保存されている。それぞれの環化酵素の活性部位は、クラ

ス I環化酵素では αドメインに、クラス II環化酵素では βと γドメインの境界に位置して

いることも X 線結晶構造解析から明らかになっている 8。また、タキサジエン合成酵素

（クラス I 環化酵素）や ent-コパリル二リン酸合成酵素（クラス II 環化酵素）は単機能性

環化酵素であるが、その X 線結晶構造解析から 3 次構造ではいずれも α～γ ドメインを有

していることが明らかにされた 8,9。このことは、テルペン環化酵素がもともとクラス I、II

の 2 機能性環化酵素活性を有する酵素に一部突然変異や構造的欠損が起こることで進化的

に派生してきたと考えられる。クラス Iと II環化酵素の分類を Table 1-1に示した。 
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Table 1-1. クラス Iおよびクラス II環化酵素の分類 8 

 

 

 

Figure 1-3. テルペン環化酵素間の構造的相関 8 

（M. Koksal et al., Nature, 2007, 469, 116-120.より引用） 

青色領域：αドメイン、緑色領域：βドメイン、黄色領域：γドメイン  
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1-2. トリテルペン環化酵素について 
 

スクアレンを基質として環化するものは、主にバクテリア（ホペン、ホパノール）や原

生動物（テトラヒマノール）などの下等生物に限られる。特に当研究室において、バクテ

リアのスクアレンをホペン、ホパノールへと環化するスクアレン−ホペン環化酵素（SHC）

は、部位特異的変異酵素を用いた分子生物学的手法、基質アナログと反応させることによ

る有機化学的手法などにより、触媒機構の解明が進められてきた。 

一方、動物、真菌、植物などの高等生物では、スクアレンがエポキシ化された(3S)-2,3-

オキシドスクアレンを基質とする、オキシドスクアレン環化酵素（OSC）がトリテルペン

環化酵素として機能している。OSC の機能は生物種ごとに異なり、動物や真菌では膜ステ

ロール（コレステロール、エルゴステロール）前駆物質であるラノステロールに唯一変換

され、植物では膜ステロール（β-シトステロール、スティグマステロールなど）前駆物質

であるシクロアルテノールの他に、β-アミリン、ルペオールなどへと変換される（Figure 

1-4）。 

トリテルペン環化酵素は膜タンパク質で不安定なため、酵素レベルの研究はなかなか進

まなかった。1988 年以降、酵素の可溶化に用いる種々の界面活性剤が開発され、様々な生

物種で酵素精製が行われた 14,15。時を同じくして、分子生物学の技術の急速な発展に伴い

遺伝子クローニングが可能となり、トリテルペン環化酵素においても遺伝子研究が活発に

行われた。SHCでは、1992年に Ochsらにより A. acidocaldarius由来の SHCのクローニン

グが最初の報告であった 16。OSC では Matsudaおよび海老塚らにより数多くの遺伝子の機

能が同定されてきた。特にシロイヌナズナ由来 OSC 遺伝子は 2011 年までにその全ての機

能同定が完了された。数多くのトリテルペン環化酵素のクローニングが報告されてきた過

程で、トリテルペン環化酵素には相同性があることが明らかになってきた。 
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Figure 1-4. 様々な生物種から生産されるトリテルペン 

原核生物や原生動物ではスクアレンを基質としてホペンやテトラヒマノールが生合成される。主に動植物

や真菌類は基質としてオキシドスクアレンを用い、ラノステロール（動物、真菌、植物）、シクロアルテ

ノール（植物）、β－アミリン（植物）、ルペオールが生合成される。 
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Figure 1-5. テルペン生合成および全合成研究の歴史 17 

（R.A. Yoder and J.N. Johnston, Chem. Rev., 2005, 105, 4730-4756より引用） 

テルペン研究の開始は 1917 年の Robinson まで遡る。研究初期は主に有機合成からテルペン研究が行われ、Barton（1950 年）や Stork、Eschenmoser（1950 年代）や van 

Tamelen（1961 年）や Corey（1996 年）など著名な科学者も多数研究に参画した。1990 年代後半になると酵素学的手法によりテルペン生合成が研究されてきた。Poralla

（1996年）や当研究室（1997年）は部位特異的変異導入実験から、Schulz（1997年）は SHCの X線結晶構造解析から、それぞれ SHCの触媒機構を明らかにしてきた。  
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1-3. スクアレン−ホペン環化酵素（SHC） 
 

1-3-1. SHCについて 
【SHC研究の背景】 

OSC は主に真核生物由来であり、原核生物のものと比べて酵素精製や遺伝子取得が難

しかった。一方 SHC は主にバクテリアに由来し、OSC と類似の反応を触媒する。このた

め、SHC 研究は OSC に関する酵素情報を得るための有効な手段として考えられ、盛んに

研究がなされてきた。SHC研究の中でも、好熱菌 A. acidocaldarius由来の SHCが数多く取

り扱われてきた。それは最適温度が 60℃と常温で安定して存在できることから、取り扱い

やすさの面で優れていたためであった。このような背景から、A. acidocaldarius 由来の

SHCはトリテルペン環化酵素の研究において先導的な役割を担ってきた。 

【A. acidocaldarius由来 SHC】 

SHC はスクアレンを基質としてホペンとホパノールを 5:1 の割合で生成する（Scheme 

1-2）。1997年には Wendtらにより X線結晶構造が報告された。また、SHC研究において当

研究室の果たしてきた役割は非常に大きく、部位特異的変異酵素および基質アナログの両

面からの実験を行うことで、活性部位残基の機能や基質認識など数多くの知見を報告して

きた。中でも、テルペン環化酵素の機能として今日では一般的になっているカチオン－π

相互作用はテルペン環化酵素においては当研究室で初めて証明された。カチオン－π につ

いては本章 1-3-2で詳細に述べた。 

 

 

 

Scheme 1-2. SHCの反応機構  
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A) 

B) 

C)    27.1                   26.9                  32.6 

1-3-2. SHC への部位特異的変異導入実験について 
 

【カチオン−π相互作用】 

1994 年、Griffin らは、他の一般的なタンパク質と比較して、トリテルペン環化酵素が芳

香族アミノ酸を異常に多く含んでいるという事実に着眼し、カルボカチオンの安定化部位

に芳香族アミノ酸を想定した 18。SHC の触媒反応においても、酵素キャビティー内を取り

巻くように芳香族アミノ酸が存在しており、芳香族アミノ酸の持つ豊富な π 電子がカルボ

カチオンを安定化するという｢カチオン-π 相互作用｣が提案された。カチオン-π 相互作用は

非共有結合性の二次的親和力を指し、Dougherty らによりイオンチャネルの受容体が神経

伝達物質を認識する際に働いていることが証明されている 19。電子密度の高い芳香環ほど

カチオンを安定化することから、天然のアミノ酸の中では、Trp＞Phe≒Tyr の順でカチオ

ン安定化効果が高い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-6. カチオン-π相互作用の概念図 87 

（S. Mecozzi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 10566-10571 より引用） 

A) カチオンと相互作用している一般的な正電荷 

B) Phe,Tyr,Trp の electrostatic potential surfaces 

C) Cation-π  binding  energy(kcal/mol) 

 

 

SHC のカチオン-π 相互作用の解明は、芳香族アミノ酸（Phe、Tyr、Trp）を異なる芳香族

アミノ酸へ部位特異的に置換した変異酵素を用いて行われてきた。しかし、バルクサイズ

の大きなアミノ酸への置換は、酵素の立体構造に影響を及ぼすという問題点があり、実際

このような変異酵素は Km 値の異常な増加や至適温度の低下を引き起こしてしまい、明確
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な証明には至らなかった。 

実験的なカチオン-π 相互作用の証明は、当研究室の森久保によって行われた 20。これま

での問題点は、2000年に Shultzらによって報告された非天然型アミノ酸の導入という技術

を用いて、Pheの水素を F（フッ素）に置換することで解決された 21。非天然型アミノ酸は、

天然のアミノ酸とサイズをほとんど変えずに、π 電子密度を変えることができるため、酵

素の立体構造に影響を及ぼさない。この技術により完全なカチオン-π 相互作用が確立され

た（Figure 1-7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-7. 非天然型アミノ酸導入変異酵素の Fluorination plot55 
（N. Morikubo, et al., J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 13184-13194より引用） 

横軸にカチオン-πBinding   energy、縦軸に specific activityをとったプロット。カチオン-πBinding   energyの

減少に伴い、specific activityも直線的に減少していることが分かる。これにより、specific activityと芳香環

π電子密度が関連していることが分かる。 

 

 

以上のようなカチオン－π 相互作用の証明の他にも当研究室ではこれまでに SHCの部位

特異的変異導入実験を数多く行ってきた。Table 1-2には SHCの活性部位残基で変異導入例

のある残基とその機能を示した。そして Figure 1-8のように SHC活性部位で環化開始、カ

ルボカチオンの安定化、基質の立体化学制御、基質結合に関わる残基などの模式図が報告

された。22 
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Table 1-2. SHCの活性部位残基で部位特異的変異導入例のある残基とその機能 
amino acid position SHC 

R12739 反応終結に関与 

F12941 基質の入り口のチャネルに存在し、直接環化には関与しない 

W16942,43 基質結合に関与 

I26139 立体化学制御 

Q26239 反応終結に関与 

P26339 反応終結に関与 

A30673 立体化学制御 

W31254 基質結合に関与 

F36543,55 2環性カチオンの安定化（カチオン－π相互作用） 

D37457 環化開始のプロトン付加を担う D376の酸性度を高める 
（DxDDモチーフ） 

D37657,59-61 環化開始のプロトン付加 
（DxDDモチーフ） 

D37757,59,62 単環性カチオンの安定化 
（DxDDモチーフ） 

Y42064,65 Carbocation stabilization and/or substrate binding 

F43439 チャネルの一部を構成 

C43539 チャネルの一部を構成 

F43739 チャネルの一部を構成、反応集結に関与 

D44757 環化開始に関与 

W48942 Carbocation stabilization and/or substrate binding 

Y49541,65,67 環化開始に間接的に関与 

F60143,68 3環性および 4環性カチオンの安定化（カチオン－π相互作用） 

F60555 4環性および 5環性カチオンの安定化（カチオン－π相互作用） 

Y60941,65,67 中間体カチオン安定化に間接的に関与 

Y61241,65,67 中間体カチオン安定化に間接的に関与 
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Figure 1-8. SHC活性部位残基の機能 22 

（T. Hoshino and T. Sato, Chem. Commun., 2002, 291-301より引用）  
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1-4. オキシドスクアレン環化酵素（OSC） 
 

1-4-1. OSC研究の背景 
OSC は(3S)-2,3-oxidosqualene（OXSQ）を複数の不斉中心をもつ複雑なステロイドやト

リテルペンの基本骨格を一挙に構築することで、多様な産物へと変換する。動物において

は生命活動に必須（一次代謝系）なコレステロール生合成に関与している。コレステロー

ルのおおまかな生合成経路は、アセチル-CoA→HMG-CoA→メバロン酸→IPP、DMAPP→

GPP→FPP→スクアレン→オキシドスクアレン→ラノステロール→コレステロールのよう

になっている（Figure 1-9）。OSC はオキシドスクアレンからラノステロールへの変換を担

っている。現在の高コレステロール血症治療薬に使用されているスタチン系薬剤は、ラノ

ステロール合成酵素よりも上流のステップである HMG-CoA 還元酵素（HMGR）を阻害す

る。そのため、ステロール以外の生体維持に必須な FPP から生じるユビキノンなどの一次

代謝産物の生成も阻害してしまい、重篤な副作用も報告されている。一方、ラノステロー

ル合成酵素はステロール生合成に特異的なステップであるため、阻害してもユビキノンな

どの非ステロール性一次代謝産物の生成を妨げない。このような背景から、スタチンに代

わるより副作用の少ない薬剤の創薬を目的として OSC研究が盛んに行なわれてきた。 
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Figure 1-9. ステロール生成経路の概略  
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1-4-2. OSCの機能解析について 
OSC は非常に複雑な反応を厳密に制御することで特定のトリテルペンを生産するため、

古くから著名な科学者を惹きつけ、研究が進められてきた。また、バクテリアなどの下等

生物から高等動物や植物に至るまで、生物界に広く分布し、しかも生物の進化の度合いに

応じて、その環化様式に大きな違いがあることも知られている。 

Scheme 1-3 には OSC 産物とその代謝産物の生合成経路を示した。一次代謝産物である

コレステロールや β－シトステロールは OSC産物であるラノステロールやシクロアルテノ

ールを経由してそれぞれ生合成される。二次代謝産物であるベツリン酸、グリチルリチン、

ウルソル酸は OSC産物であるルペオール、β－アミリン、α－アミリンを経由してそれぞれ

生合成される。OSC は動植物ステロイド前駆体（一次代謝系）と生薬の有効成分であるサ

ポニン等の前駆体（二次代謝系）を分岐する重要な酵素である。特に動物の一次代謝系

OSC はコレステロールの生合成に関わるため、創薬や触媒機構の解明を目的とした研究な

どが盛んに行われてきた。二次代謝系産物の植物トリテルペンやサポニンには薬理活性を

有する人体にとっても有用な化合物が多いにもかかわらず、その生合成機構及び生理的役

割の解明はあまり進んでいない。 

これまでのトリテルペン研究は植物体そのものからトリテルペンを抽出する in situ成分

分析や、ラノステロール合成酵素遺伝子をノックアウトさせた S. cerevisiae を宿主とした

in vivoでの成分分析が主であった。特にシロイヌナズナの OSCの機能解析は盛んに行われ

てきた。シロイヌナズナには 13個の OSC遺伝子が存在し、2009年までにその全ての機能

が同定された。これは東京大 海老塚らや米国ライス大 Matsudaらなどによる功績が大きい。
23。また、ラノステロール合成酵素およびシクロアルテノール合成酵素への部位特異的変

異導入実験、更には基質アナログ・阻害剤実験など盛んに行われてきた。2004 年にはヒト

由来ラノステロール合成酵素の X 線結晶構造が報告され（Figure 1-9、1-10）11,24、触媒機

構が明らかになってきた。しかしながら、OSC は膜タンパクであり、活性のある精製酵素

を得ることが困難であったため、in vitro での速度論解析例が非常に少なく、報告されたも

のも非常に活性の低いものだった。また、変異株の酵素活性はこれまで見積もられた例が

ないため、カチオン－π相互作用などの機能の厳密な証明には至っていなかった。 
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Scheme 1-3. OSCによる一次代謝系と二次代謝系の分岐 

LAS：ラノステロール合成酵素、CAS：シクロアルテノール合成酵素、LUS：ルペオール合成酵素、

bAS：β－アミリン合成酵素。一次代謝系では、OSC はラノステロールやシクロアルテノールの生合成に

関与し、それらは生体内で膜ステロールであるコレステロールや β－シトステロールにそれぞれ代謝され

る。二次代謝系では、OSCはルペオール、β－アミリン、α－アミリンの生合成に関与し、それらは生体内

で様々な修飾を受けることでベツリン酸、グリチルリチン、ウルソル酸にそれぞれ代謝される。 
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1-4-3. ラノステロール合成酵素 
 

【反応機構】 

ラノステロール合成酵素によって生じるラノステロールは、ヒトや酵母で膜ステロール

として働くコレステロールの前駆物質である。ラノステロール合成酵素は基質である(3S)

－2,3－オキシドスクアレン（OXSQ）を、chair-boat-chair-chair 型のコンフォメーションで

取り込み、末端エポキシ環へのプロトン付加によって反応が開始する。そして、

Markownikoff 則に従った一連の環化反応および環拡張を経てプロトステリルカチオンを生

じる。そこから、分子内転移反応（Wagner-Meerwein shift）を経て、9 位の炭素からプロト

ンが脱離することで反応が終結し、ラノステロールが生じる（Scheme 1-4）。 

プロトステリルカチオンを経由する OXSQ 環化産物としては、ラノステロールの他に

シクロアルテノールやパルケオールやキュキュビタジエノールなどがある。 

 
Scheme 1-4. オキシドスクアレンからラノステロールへの環化機構 
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【ヒト ラノステロール合成酵素（HsLAS）の結晶構造 11, 24】 

HsLASの結晶構造は 2004年に Rocheのグループによって明らかにされた。Figure 1-10と Figure 1-11がそれである。 

OSC の N 末端は他の環化酵素では欠落しており、その空間は 2 つのバレルドメインの間に挟まれ、ドメインの相対的配向の安定化に機

能していると考えられている。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-10. HsLASの X線結晶構造 11                Figure 1-11. HsLASの膜結合様式 11 

（R. Thoma et al., Nature, 2004, 432, 118-122より引用）              （R. Thoma et al., Nature, 2004, 432, 118-122より引用） 

  



 23 

【ラノステロール合成酵素への変異導入例】 

HsLAS の結晶構造を基に、Saccharomyces cerevisiae 由来ラノステロール合成酵素

（ScLAS）において、現在までに、16 か所のアミノ酸残基の変異導入実験例が報告されて

いる。変異酵素の中には、本来の酵素産物であるラノステロール以外のプロダクトを産生

するものが多く、それらのプロダクトの構造から、変異箇所の触媒における役割が特徴づ

けられた（Table 1-3）。 

 

Table 1-3. 酵母ラノステロール合成酵素で変異導入されてきた残基とその機能 
amino acid position 残基の機能 

Y99 11,38 3環性 C14カチオンの安定化 38 
B環をボート型にするのに関与すると予想された 11 

W194 40 活性に変化なし（W194F） 

W232 44 転移プロセス、脱プロトンに関与 

H234 45,46 単環性および 3環性カチオンの安定化、脱プロトン制御 

T384 48-53 ラノステロール、シクロアルテノールの作り分けに関与 

F445 56 3環性カチオンおよびラノステリルカチオンの安定化 

V454 48,58 ラノステロール、シクロアルテノールの 
作り分けに関与 

D45646 酵母の生存検定によりラノステロール生合成に必須な残基

であることがわかった。 

C457 63 70%程度の活性に低下 

Y510 50-53,66 単環性およびラノステリルカチオンの安定化、 
脱プロトンの位置の制御 

C540 46 酵母の生存検定ではその生存が確認された 

W587 40 活性に変化なし（W194F） 

F699 69,70 
基質のコンフォメーションの制御、 
プロトステリルカチオンの安定化、 

側鎖の立体化学の制御 

C703 74 F699との相互作用を介して中間体カチオンの安定化やコン
フォメーション、側鎖の立体化学の制御に間接的に関与 

I705 70 3環性カチオンおよびプロトステリルカチオンの安定化、
側鎖の立体化学制御 

Y707 72 2環性カチオンおよびラノステリルカチオンの安定化、 
B環の折りたたみに関与 
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1-4-4.  β−アミリン合成酵素 
 

【反応機構】 

まず、β－アミリン合成酵素は、OXSQ 1を chair-chair-chair-boat-boat型のコンフォメー

ションで取り込む。反応開始は、末端エポキシ環へのプロトン付加により反応が開始し、

引き続く一連の環化反応によりダンマレニルカチオン 6 を形成する。ダンマレニルカチオ

ン 6は環拡張してカチオン 7を経由して更に閉環しルパニルカチオン 8を生じる。カチオ

ン 8 は更に環拡張し、オレアニルカチオン 9 となり、2 回のハイドライドシフトを経て、

12位から脱プロトンすることで β－アミリン 2が形成される（Scheme 1-5）。 

 

 

Scheme 1-5. オキシドスクアレン 1から β－アミリン 2への環化機構 
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【β－アミリンについて】 

植物において β－アミリンは最もよく知られているトリテルペンである。β－アミリン

やその誘導体は植物体内において病原菌や虫などからの防衛手段として利用されているほ

か、根の伸長に関与しているという報告もある 25。β－アミリンは植物体内で生成されると

その後、修飾と糖の付加を受け、グリチルリチンやソヤサポニンという物質になる。グリ

チルリチンは漢方薬や人工甘味料として多くの人の生活に役立っている天然物のひとつで

ある。特に人工甘味料として大変注目されており、その甘さは通常の砂糖の 150～300倍で

ある。それにも関わらず、ほとんどカロリーがなく近年メタボリック対策として世界的に

需要が高くなっている。しかしながら、現在グリチルリチンは甘草（カンゾウ）という植

物から抽出するしか供給源がなく、安定的な供給は期待できない。さらに、カンゾウは産

地が限られており、且つ近年の需要に応えるための乱獲により絶滅も危惧されている。安

定的なグリチルリチンの供給を確保し、さらにカンゾウを絶滅の危機から救うためにも、

グリチルリチンの工業的生産手法の開発が期待されている。そのために、β－アミリン合

成酵素を含むグリチルリチン生合成機構の解明が進展している。 

 

 

Figure 1-12. グリチルリチンの構造 

グリチルリチンは β－アミリンが酸化され、糖が修飾することで生合成されるサポニンの一種である。 
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【β－アミリン合成酵素への変異導入例】 

β－アミリン合成酵素への部位特異的変異導入例は東京大学 海老塚らにより報告され

たチョウセンニンジン由来 β－アミリン合成酵素（PNY）の W259残基と Y261残基の 2箇

所のみである 34。 

 

 

Figure 1-13. PNY W259残基と Y261残基付近のマルチプルアライメント 34 

（T. Kushiro et al., J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 6816-6824.より引用） 

S. cerevisiae ERG7：酵母由来ラノステロール合成酵素 

P. ginseng PNY：チョウセンニンジン由来 β－アミリン合成酵素 1 

P. ginseng PNY2：チョウセンニンジン由来 β－アミリン合成酵素 2 

P. sativum PNY：エンドウ由来 β－アミリン合成酵素 

G. glabra GbAS1：スペインカンゾウ由来 β－アミリン合成酵素 1 

O. europaea OEW：オリーブ由来ルペオール合成酵素 

T. officinale TRW：セイヨウタンポポ由来ルペオール合成酵素 

A. thaliana LUP1：シロイヌナズナ由来 LUP1（マルチファンクショナル OSC） 

 

 

PNY Y261H変異株から 84％見出された 12、13、14はダンマレニルカチオンから直接

プロトンが引きぬかれたプロダクトである。これは His のイミダゾール環が塩基として働

いたことによるものと考察された。このため、PNY Y261 残基は D 環の近傍でカチオン

－π相互作用によりルパニルカチオンの安定化に関与していることが指摘された（Figure 1-

15）。 

PNY W259 残基は β－アミリン合成酵素では Trp が、ルペオール合成酵素では Leu が

保存される部位である。そこで、PNY（β－アミリン合成酵素）をルペオール合成酵素様

の W259Lに、OEW（ルペオール合成酵素）を β－アミリン合成酵素様の L256Wに置換さ

れた。この結果、PNY W259L はルペオールを多く生産し、OEW L256W は β－アミリ

ンを多く生産するようになった。ルペオールはルパニルカチオンから直接脱プロトンして

形成されるのに対し、β－アミリンはルパニルカチオンが更に環拡張したオレアニルカチ

オンを経て形成される。オレアニルカチオンは 2 級カチオンであるため、その付近に何ら

かのカチオンを安定化させるための残基が存在すると考えられる。Trp は Leu より側鎖

（インドール）の π 電子密度が高いため、カチオン－π 相互作用により中間体カチオンを
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安定化する能力が高い。そのため、PNY W259 残基がオレアニルカチオンを安定化し、β

－アミリンの形成に貢献していると考察された（Figure 1-15）。 

 

 

Table 1-4. PNY W259L、Y261H、OEW L256W変異株のプロダクト生成比率 34 
 β-amyrin lupeol 10 11 12/13/14 

PNY W259L 30.3 54.6 3.6 3.4  
PNY Y261H  2.4  13.6 84.0 
OEW L256W 74.8 6.9 9.9 8.4  
PNY：P. ginseng（チョウセンニンジン）由来 β－アミリン合成酵素、OEW：O. europaea（オリーブ）由来

ルペオール合成酵素 

 

 

 
Figure 1-14. β－アミリン、ルペオール、プロダクト 10～12の構造 34 
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Figure 1-15. PNY Y261残基とW259残基の機能 34 

（T. Kushiro et al., J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 6816-6824.より引用） 

（a）PNY Y261は D/E環の近傍に存在するため、Hisに置換することで塩基として機能し、ダンマレニ

ルカチオンから直接プロトンが引きぬかれたプロダクト 7～9が生産されたと報告された。 

（b）ルペオール合成酵素 OEWはダンマレニルカチオン形成後、Y258がカチオン－π相互作用によりル

パニルカチオンの形成を助ける。その後、オレアニルカチオンを安定化させる残基が存在しないため、ル

パニルカチオンから直接脱プロトンしたルペオールが形成された。 

（c）β－アミリン合成酵素 PNYにおいて、ルパニルカチオンは Y261（OEW Y258に相当）により安定

化されるため、ルパニルカチオンの形成まではルペオール合成酵素と同様の経路をたどる。そして、PNY

ではW259（OEW L256に相当）が存在するため、カチオン－π相互作用によりオレアニルカチオンの形

成が促進され、β－アミリンが生じた。 
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1-4-5. シロイヌナズナ OSC 
 

シロイヌナズナには Figure 1-16に示した 13個の OSCが存在し、その機能解析は 2009

年までに完了された 23。シロイヌナズナ OSC研究から OSCは大きく以下の 3つに分類で

きることがわかった。 

1) OXSQを単一のトリテルペンに環化するモノファンクショナル OSC 

2) OXSQを複数のトリテルペンに環化するマルチファンクショナル OSC26-28 

3) 環化反応において一旦形成した C-C結合を解裂（Grob解裂）したトリテルペンを生

成するセコ型トリテルペン合成酵素 29,30 

それまで、OSC は 1)のような基質特異性が高く一酵素一産物しかないと考えられてき

たが、LUP1に代表される 2)のマルチファンクショナル OSCも数多く存在することがわか

ってきた。 

そして、3)については、セコ型トリテルペンはそれまで OSC ではない別の酵素によっ

て生産されるトリテルペンだと考えられていたが、シロイヌナズナの PEN5 や PEN6 の報

告から、OSCには C-C結合の形成の他に C-C結合の解裂も触媒するものも存在することが

わかってきた。これまで植物の化学成分分析から数多くのセコ型トリテルペンが見出され

ていることから、今後、セコ型トリテルペン合成酵素の研究が進むことが予想される。 

 

 

 

 
Figure 1-16. シロイヌナズナに存在する 13個の OSCの機能とその主産物 23 

（P. Moriacchi et al., Org. Lett., 2009, 11, 2627-2630より引用） 
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また、それまで植物には存在しないと思われていたラノステロール合成酵素の存在がシ

ロイヌナズナから明らかとなった 31,32。その後、理研 村中氏らによりシロイヌナズナ体内

でのラノステロールやラノステロール合成酵素遺伝子の解析が行なわれ、ストレスに応答

してラノステロール合成酵素の発現量が増大したことが報告された。33 

以下にはシロイヌナズナ OSCに関する文献を記載した。 

Figure 1-17にはシロイヌナズナ OSCの生成する全てのトリテルペンを示した。 

 

 
 

Arabidopsis cyclases:  
CAS1: Corey, E. J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1993, 90, 11628-11632. 

Lodeiro, S. et al., J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 14132-14133. 
LSS1: Kolesnikova, M. D. et al., Arch. Biochem. Biophys. 2006, 447, 87-95.  

Suzuki, M. et al., Plant Cell Physiol. 2006, 47, 565-571. 

Ohyama, K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2009, 106, 725-730. 
LUP1: Herrera, J. B. R. et al., Phytochemistry 1998, 49, 1905-1911. 

Segra, M.J. R. et al., Org. Lett. 2000, 2, 2257-2259.  
LUP2: Husselstein-Muller, T. Plant Mol. Biol. 2001, 45, 75-92. 

Kushiro, T. et al., Tetrahedron Lett. 2000, 41, 7705-7710.  
LUP3: Kolesnikova, M. D. et al., Org. Lett. 2007, 9, 5223-5226.  
LUP4: Shibuya, M. et al., Plant Physiol Biochem. 2009, 47, 26-30.  
LUP5: Ebizuka, Y. et al., Pure Appl. Chem. 2003, 75, 369-374.  
PEN1: Xiang, T. et al., Org. Lett. 2006, 8, 2835-2838.  

Kolesnikova, M. D. et al., Org. Lett. 2007, 9, 2183-2186. 
PEN2: Matsuda, S. P. T. et al., J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 11213-11222. 
PEN3: Morlacchi, P. et al., Org. Lett. 2009, 11, 2627-2630. 
PEN4 (THAS1): Fazio, G. C. et al., J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 5678-5679.  
PEN5 (MRN1): Xiong, Q. et al., Angew. Chem., Int. Ed. 2006, 45, 1285-1288.  
PEN6: Ebizuka, Y. et al., Pure Appl. Chem. 2003, 75, 369-374. 

Shibuya, M. et al., J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 1450-1455.  



 31 

 

Figure 1-17. シロイヌナズナ OSCの生成するトリテルペン 26 

（S. Lodeiro et al., J. Am. Chem. Soc., 2007, 129, 11213-11222より引用） 
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1-4-6. OSCの系統解析 
 

植物 OSCについて Figure 1-18にマルチプルアライメントを、Figure 1-19に系統樹を示し

た。近年、数多くの OSC 遺伝子の機能解析が行われ、それにより、OSC の系統解析が行

なわれるようになってきた。Figure 1-18 のように、OSC を系統解析すると、プロトステリ

ルカチオンを経由する chair-boat-chair-chair（C-B-C-C）型 OSC（ラノステロール合成酵素、

シクロアルテノール合成酵素など）と chair-chair-chair-boat-boat（C-C-C-B-B）型 OSC（β

－アミリン合成酵素、ルペオール合成酵素など）は反応機構だけでなく、進化的にも異な

っていることがわかった。また、これまでは植物にはラノステロール合成酵素は存在しな

いと考えられていたが、シロイヌナズナやミヤコグサからラノステロール合成酵素が発見

された。理研 村中らによると、シロイヌナズナ由来ラノステロール合成酵素はストレス

環境下で発現が誘導されるため、耐ストレスへの関与が示唆された 33。他の植物にもラノ

ステロール合成酵素遺伝子が存在していることが予想されるため、植物におけるラノステ

ロールの役割に興味がもたれる。 

また、β－アミリン合成酵素が単子葉植物と双子葉植物とで系統的には遠縁であり、活

性部位アミノ酸の保存性がそれほど高くないこともわかってきており、単子葉と双子葉と

で異なる進化過程を有している可能性が指摘されている。35 

 



 33 

【Amino acid alignment of various oxidosqualenes】 
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Figure 1-18. 種々のトリテルペン環化酵素のマルチプルアラインメント 

Clustal W によりマルチプルアライメントを作成し、GeneDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/)に図を作成した。用いたトリテルペン環化酵素は次のとおりである。EtAS: Euphorbia tirucalli 

β-amyrin synthase (AB206469), PNY1: Panax ginseng β-amyrin synthase (AB009030), BPY: Betula platyphylla β-amyrin synthase (AB055512), PSY: Pisum sativum β-amyrin synthase (AB034802), AtLUP1: 

Arabidopsis thaliana multifunctional triterpene cyclase (At1g78970), TRW: Taraxacum officinale lupeol synthase (AB025345), OEW: Olea europaea lupeol synthase (AB025343), BPW: Betula platyphylla 

lupeol synthase (AB055511), AtCAS1: Arabidopsis thaliana cycloarternol synthase (At2g07050), HsLAS: Homo sapiens lanosterol synthase (P48449), ScLAS: Saccharomyces cerevisiae lanosterol synthase 

(P38604), SHC: Alicyclobacillus acidocaldarius squalene-hopene cyclase, AtLUP2: Arabidopsis thaliana multifunctional triterpene cyclase (At1g78960), OsOSC6: Oryza sativa Achilleol B synthase (AK070534) 

図中の表記は以下の通りである。黄色下線：QWモチーフ、＊：トリテルペン環化酵素の活性部位残基 36、赤線部分：環化開始モチーフ（OSC：DCTAEモチーフ、SHC：DxDDモチーフ）、

赤枠：EtAS C564残基に相当する部位、水色枠：本研究でターゲットとした EtAS F728、F474、F413残基に相当する部分 
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Figure 1-19. OSCの系統樹 

OSCのアミノ酸配列を NCBIの Protein検索から機能同定されている OSCタンパクを抽出した。マルチ

プルアライメントを Clustal W（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp）により作成し、系統樹を MEGA 4100における

近接結合法（neighbor-joining method）により構築した。赤線：プロトステリルカチオン型 OSCとダンマ

レニルカチオン型 OSCの分岐線、橙色枠：ラノステロール合成酵素のクレード、黄色枠：植物シクロア

ルテノール合成酵素のクレード、緑色枠：シロイヌナズナ PENクレード、赤枠：シロイヌナズナ LUPク

レード水色枠：β－アミリン合成酵素のクレード、、紫色枠：双子葉植物ルペオール合成酵素のクレード

EtASは双子葉植物β－アミリン合成酵素のクレードに分類された。略語の説明は次頁に記載した。 
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Figure 1-19 に示した OSC の略字は、語頭の 2 文字は種名を表しており、そのあとに続く文字は酵素名を

表している。 

 

種名は以下の通りの略字である。 

At: Arabidopsis thaliana （シロイヌナズナ）、Os: Oryza sativa （イネ）、Cr: Chlamydomonas reinhardtii 

（コナミドリムシ）、Lj: Lotus japonicas （ミヤコグサ）、As: Avena strigosa （セイヨウチャヒキ）、Dz: 

Dioscorea zingiberensis （黄姜（生姜の一種））、Cp: Cucurbita pepo （ペポカボチャ）、Betula platyphylla 

（シラカンバ）、Ca: Centella asiatica （ツボクサ）、Pg: Panax ginseng （オタネニンジン）、Gg: 

Glycyrrhiza glabra （スペインカンゾウ）、Ps: Pisum sativum （エンドウ）、Ws: Withania somnifera （アシ

ュワガンダ）、Sl: Solanum lycopersicum （トマト）、Am: Abies magnifica （カリフォルニアアカモミ）、

To: Taraxacum officinale （セイヨウタンポポ）、Oe: Olea europaea （オリーブ）、Kc: Kandelia candel （メ

ヒルギ）、Rc: Ricinus communis （トウゴマ）、Gs: Gentiana straminea （リンドウ科リンドウ属）、Aa: 

Artemisia annua （クソニンジン）、Gu: Glycyrrhiza uralensis （カンゾウ（ウラルカンゾウ））、Gm: 

Glycine max （ダイズ）、Pt: Polygala tenuifolia （イトヒメハギ）、Vh: Vaccaria hispanica （ドウカンソ

ウ）、Et: Euphorbia tirucalli （ミドリサンゴ）、Bg: Bruguiera gymnorhiza （オヒルギ）、Hs: Homo sapiens 

（ヒト）、Bt: Bos taurus （ウシ）、Rn: Rattus norvegicus （ドブネズミ）、Mm: Mus musculus （ハツカネ

ズミ）、Xt: Xenopus (Silurana) tropicalis （アフリカツメガエル）、Dr: Danio rerio （ゼブラフィッシュ）、

Sp: Schizosaccharomyces pombe （分裂酵母）、Pc: Pneumocystis carinii （カリニ肺炎を引き起こす原虫）、

Gl: Ganoderma lucidum （マンネンタケ）、Af: Aspergillus fumigatus Af293 （子嚢菌）、Sc: Saccharomyces 

cerevisiae （出芽酵母）、Sa: Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 （バクテリア）、Av: Avena ventricosa （カラ

スムギ属）、Mt: Medicago truncatula （タルウマゴヤシ） 

 

酵素名は以下の通りの略字である。 

PEN1~6: シロイヌナズナ PENクレードに分類される OSC 

LUP1~5: シロイヌナズナ LUPクレードに分類される OSC 

CAS1: シロイヌナズナ シクロアルテノール合成酵素 

LSS1: シロイヌナズナ ラノステロール合成酵素 

OSC1~6: イネの OSC 

CAS: シクロアルテノール合成酵素 

LAS: ラノステロール合成酵素 

LUS: ルペオール合成酵素 

bAS:  β－アミリン合成酵素 
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1-5. Euphorbia tirucalli L.由来 β-アミリン合成酵素について 

 
1-5-1. Euphorbia tirucalli L.について 

 

Euphorbia tirucalli L.は、トウダイグサ科の植物で東アフリカ原産である。その見た目か

らミドリサンゴやアオサンゴと呼ばれる。また、茎を切ると白い有益のような樹液がでる

ことからミルクブッシュとも呼ばれる。その樹液成分が石油に近いことから、石油の代替

エネルギー源として注目されたこともあった。しかし、ミドリサンゴは成長速度が非常に

遅く、エネルギー効率が悪かったことから、産業に応用されるには至らなかった。 

Euphorbia tirucalli L.の樹液には β-アミリンなどのトリテルペンやステロールが多く含ま

れているとの報告があり、京都大学の大山教授（現石川県立大学）らのグループが

Euphorbia tirucalli L.の β-アミリン合成酵素遺伝子の同定に成功した 37。当研究室では、そ

の同定された Euphorbia tirucalli L.の β-アミリン合成酵素遺伝子を恵与して頂き、触媒機構

の解明に向けた研究を行うに至った。 
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1-5-2. 当研究室でのこれまでの EtAS研究 
大山教授より EtAS 遺伝子を恵与していただき、EtAS 機能解析を行ってきた。まず、当

研究室の橋本は大山教授と同様の P. pastoris を用いた発現系の構築を目指したが、in vivo

解析で β－アミリンを検出することができなかった。これは、用いたホストの違いによる

ものと考えられた。同じ P. pastorisでも大山教授らは PPY1株を、当研究室 橋本は X-33

株を用いていた。P. pastorisでの発現系の構築ができなかったため、東京大学 海老塚教授

から恵与いただいたラノステロール合成酵素遺伝子欠損 S. cerevisiae GIL77株をホストとす

る EtAS 発現系の構築を行った。その結果、Figure 1-20、21 に示したように GIL77 株 in 

vivoで β－アミリンと微量の 4環性トリテルペン（butyrospermolと tirucalla-7,24-dien-3β-ol）

の生産が確認された。 

 

 

 

Figure 1-20. EtASを導入した GIL77株菌体ヘキサン抽出物の GCチャート 

GC条件：注入口 270°C、カラム温度 220–270°C (2°C/min)、GCカラム J&W, DB-1, capillary (length, 30 m; 

internal diameter, 0.32 mm; film thickness, 0.25 μm). 

 
 
 

       
Figure 1-21. 野生株 EtASにより生産される環状トリテルペン  
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橋本はこれまでに当研究室により数多くの知見を得てきた SHC との比較から、EtAS へ

の変異導入を行ってきた。β－アミリン合成酵素は反応開始時に基質 OXSQ を chair-chair-

chair-boat-boat 型に折りたたむが、SHC は all-chair（chair-chair-chair-chair-chair）型に折り

たたむ。また、β－アミリンは全て 6 員環の 5 環性トリテルペンであるのに対し、SHC の

生産するホペンやホパノールは同じ 5 環性トリテルペンであるが、E 環が 5 員環である。

以上のように β－アミリン合成酵素と SHCでは D/E環の形成に違いがある。そこで、橋本

は E環形成への関与が予想されるアミノ酸残基に焦点を当て、F728と C732残基に変異導

入実験を実施した。 

EtAS F728残基は SHC F601残基に相当する。SHC F601残基はカチオン－π相互作

用により 3 環性および 4 環性カチオンを安定化していることが当研究室により報告された。
43,68 EtAS F728残基は橋本により F728H産物の同定がなされた。同定されたプロダクトの

構造から EtAS F728 残基は D/E 環の近傍に存在していることが示唆され、カチオン－π

相互作用を担うことが予想された。しかしながら、F728 変異株の酵素活性は見積もられて

いなかったため、カチオン－π相互作用の証明には至っていなかった。 

EtAS C732残基は SHC F605残基に相当する。SHC F605残基は非天然型のフルオロ

フェニルアラニン変異株を用いることでカチオン－π 相互作用により 4 環性および 5 環性

カチオンを安定化していることが当研究室により完全に証明された。55 しかしながら、

EtAS C732 残基は変異導入によるプロダクトプロファイルに大きな変化が見られなかっ

たことから、酵素活性に大きな影響は与えておらず、カチオン－π 相互作用のような機能

は有していないことが報告された（橋本 2009、修士論文）。 

また、増川により SHC F365 に相当する EtAS F474 残基への変異導入が行われた。

SHC F365残基も F605残基と同様にカチオン－π相互作用により 3環性および 4環性カチ

オンを安定化していることが完全に証明された。55 EtAS F474 残基も同様の機能を有す

るか検討された。増川は F474A産物から F474残基が B環の近傍に存在することを示した

が、変異株の酵素活性は不明確であったため、カチオン－π 相互作用か否かの証明には至

らなかった。（増川 2013、修士論文） 
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1-5-3. 本研究の目的 
 

これまでの OSCの同定および部位特異的変異実験はラノステロール合成酵素遺伝子欠損

酵母を用いた in vivo成分分析により行われてきた。しかし、OSCは膜タンパクであり、活

性のある精製酵素をえることが困難であったため、in vitroでの速度論解析は 2例（ウシと

ラットのラノステロール合成酵素）のみであり、この 2 例の酵素活性は非常に低いもので

あった。82,89また、β－アミリン合成酵素に関しては速度論解析例がなかった。 

Figure 1-20の結果から、EtASは β－アミリンの生産能が非常に高いことがわかった。よ

って、EtASは酵母内で高い酵素発現量や活性を有していると予想した。そこで、本研究で

は EtASに His-tagを導入し、酵素精製を行い、in vitroで速度論解析、阻害剤を用いた酵素

反応を実施した。そして、環化開始を担う D485、C486、C564 残基への変異導入実験から、

変異株の酵素活性を in vitro 速度論解析に加えて酵母 in vivo で野生株に対する変異株の相

対活性を算出する手法を確立した。In vivoでの活性測定法の確立により、in vitroで酵素活

性が弱い変異株の活性を見積もることが可能となった。 

次に部位特異的変異導入により EtASの触媒機構を解析した。これまでの OSCへの部位

特異的変異導入例はラノステロール合成酵素やシクロアルテノール合成酵素を対象とした

ものが主であり、β－アミリン合成酵素への部位特異的変異導入実験例は東京大学 海老

塚らによる 1 報のみであった。ラノステロール合成酵素やシクロアルテノール合成酵素は

反応開始時の基質の折りたたみが chair-boat-chair-chair 型であるが、β－アミリン合成酵素

は chair -chair-chair-boat-boat 型である点、そしてラノステロール、シクロアルテノールは

4環性トリテルペンであるのに対し、β－アミリンは 5環性トリテルペンである点で異なる。

そのため、ラノステロール合成酵素やシクロアルテノール合成酵素の知見だけでは β－ア

ミリン合成酵素の触媒機構を完全に理解することは難しいと考えた。また、変異株の酵素

活性が見積もられた例はなかった。OSCでも SHCのようにカチオン－π相互作用が働いて

いるかどうかを調べるためにトリテルペン環化酵素で高度に保存される芳香族残基である

F728と F474残基に変異導入を行った。 

Figure 1-22の EtASホモロジーモデリングから、F728と F474は D/E環および B環の近傍

にそれぞれ存在することが予想された。F728や F474は SHC F601や F365に相当する。

SHCの F601、F365変異株の速度論解析から、これらの残基がカチオン－π相互作用を担う

残基であることが当研究室により報告された。43,55,68 酵母ラノステロール合成酵素では

F699と F445残基が EtAS F728と F474残基にそれぞれ相当し、変異株の酵母 in vivo成分

分析からカチオン－π相互作用を担うことが推定されてきた。56,69,70 しかしながら、変異株

の酵素活性は見積もられてこなかった。カチオン－π 相互作用などは変異株の酵素活性を

見積もらなければその証明ができないため、OSC ではカチオン－π 相互作用がこれまで証

明されていなかった。そのため、本研究では EtAS の触媒機構を明らかにするために、

EtAS F728 や F474 残基の変異株の酵素活性に着目して実験を行った。そして、酵母 in 

vivo で変異株の酵素活性を見積もることでカチオン－π 相互作用（F728 残基）およびバル

クサイズの重要性（F474残基）の証明に至った。 
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Figure 1-22. EtASホモロジーモデリング 

EtAS アミノ酸配列をモデリングサーバ CPHModels（http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/）でホモ

ロジーモデリングを作成し、EtAS ホモロジーモデリングとヒト OSC の X 線結晶構造を PyMOL

（http://www.pymol.org）で重ねあわせて表示した。緑色化合物はラノステロールを表し、基質のおおよそ

の位置を示している。表示した残基は S. Racolta らにより報告されたトリテルペン環化酵素の活性部位残

基である。36赤色の残基は本研究でターゲットとした D485、C486、C564、F728、F474残基である。D485、

C486、C564 残基は環化開始に関わる残基である。F728 残基は D/E 環、F474 残基は B 環の近傍にそれぞ

れ位置していることが予想された。 
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2-1. 実験の概要 
 

本研究に関わる基本的な実験操作をこの章にまとめて述べる。詳しい研究内容につ

いては、次章以降に述べていく。 
 

2-2. 実験材料 
 

2-2-1. 試薬 

本研究で用いた試薬は、特に記述がない限り全て和光の特級試薬である。 

 

 

2-2-2. 使用菌株 

1) Escherichia coli JM109  (α-相補性選択宿主) 

 Genotype: recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk
-mk

+), e14-(mcrA-), supE44, relA1, 

 Δ  (lac-proAB)/F'[traD36, proAB+, lacIq,  lacZ  Δ  M15] 

 ※プラスミド回収を主な目的として使用した。 

 

2) Escherichia coli DH5α  (α-相補性選択宿主) 

 Genotype: F-,  Φ80dlacZΔM15,  Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,  

hsdR17(rK
-, mK

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

 ※プラスミド回収を主な目的として使用した。 

 

3) Saccharomyces cerevisiae GIL77 

 Genotype: Gal2 hem3-6 erg7 ura3-167 

 ※pYES2ベクターの導入の宿主として使用した。 

 

 

2-2-3. ベクター 

1) pYES2               (Invitrogen) 

2) pYES2/CT                        (Invitrogen)…C末端に His6-tagをもつ 

3) pYES2/CT/lacZ        (Invitrogen)…C末端に His6-tagをもち、ポリリンカーに lacZ遺伝子

をもつ 

次頁以降に各ベクターのベクターマップを記載した。 
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Figure 2-1. pYES2ベクターマップ 
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Figure 2-2. pYES2/CTベクターマップ 
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Figure 2-3. pYES2/CT/lacZベクターマップ 
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2-2-4. 使用培地 

2-2-4-1. ストックソリューション 

ここで調製した水溶液は、培地作製の際に 1×になるように調製できるように示した。 

(例:「10x Dを添加」→使用培地に対して 1/10倍量の 10x D を添加した。) 

 

1) 500x Amp（50 mg/ml ampicillin solution） 

 水 50 mLに対してアンピシリン 50 mgを溶かし、ろ過滅菌した。（Store  at  −20°C） 

  

2) 100× H 

 65 mL クロロヘミンおよび 500 µL 1 M NaOH を 50%エタノール 50 mLに加えよく撹拌

し、4°Cで保存した。 

  

3) 50× ET 

 12 mL Tween 80 に 38 mL エタノールおよび 50 mg エルゴステロールを加えよく撹拌し、

4°Cで保存した。 

  

4) 10× Uracil 

 水 100 mLに対してウラシル 93.7 mgを溶かし、オートクレーブした。 
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2-2-4-2. 培地 

1) Luria-Bertani(LB)培地 

水溶液（1%ペプトン、0.5% Yeast extract、0.5% NaCl、pH 7.2）をオートクレーブ滅菌

した。プラスミドを形質転換した大腸菌を培養する際には、500× Amp を添加した。また、

個体培地は 2% agar.を加えて調製した。 

 

2) SOB培地 

水溶液（2%ペプトン、0.5% Yeast extract、10 mM NaCl、2.5 mM KCl、pH 7.0）をオー

トクレーブ滅菌した後、滅菌した水溶液（1 M MgCl2、1 M MgSO4）を各々5%（v/v）加

えて終濃度が 5 mMになるように添加して調製した。 

 

3) SOC培地 

SOB 培地に滅菌済みの 2 M グルコース溶液を 0.5%（v/v） 加えて、終濃度が 10 mM

になるように添加して調製した。 

 

4) SCD-U培地（Synthetic Complete Medium lacking Uracil） 

水溶液（0.67% YEAST NITROGEN BASE WITHOUT AMINO ACIDS（FMD）、0.2% 

Dropout-Mix（ウラシル）、2% Dextrose）をオートクレーブ滅菌した。培養の際は、100× 

Heminと 50× Ergosterolを必要に応じて加えた。また、個体培地は 2.5% agar.を加えて調

製した。 

 

5) SCG-U培地（Synthetic Complete Medium lacking Uracil） 

SCD-U培地の 2% Dextroseを 2% Galactoseに置換し、オートクレーブ滅菌し、誘導用

培地とした。 培養の際は、100× Heminと 50× Ergosterolを必要に応じて加えた。また、

個体培地は 2.5% agar.を加えて調製した。 

 

※ Dropout-Mix（ウラシル） 

下に示したアミノ酸をそれぞれ秤量し、よく撹拌し、−80°Cにて保存した。 
Adenine 0.5 g Alanine 2.0 g Arginine 2.0 g 

Asparagine 2.0 g Aspartic acid 2.0 g Cysteine 2.0 g 
Glutamine 2.0 g Glutamic acid 2.0 g Glycine 2.0 g 
Histidine 2.0 g Inositol 2.0 g Isoleucine 2.0 g 
Leucine 2.0 g Lysine 2.0 g Methionine 2.0 g 

Phenylalanine 2.0 g Proline 2.0 g Serine 2.0 g 
Threonine 2.0 g Tryptophan 2.0 g Tyrosine 2.0 g 

Valine 2.0 g p-Aminobenzoic acid 0.2 g   
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6) 0.1 M KPB（Potassium Phosphate Buffer）+ 3% Glc（pH 7.0） 

0.1 M K2HPO4と 0.1 M KH2PO4を混合し、pH 7.0に調製後、3%グルコースを加え、オ

ートクレーブ滅菌した。培養の際は、100× Heminを必要に応じて加えた。 

 

7) Synthetic Complete Medium（SC培地） 

SC-U培地に 10× Uraを加えた。 
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2-3. 分析機器 
 

2-3-1. ガスクロマトグラフィー（Gas Chromatography: GC） 
GC: SHIMAZU GC-2014 

Integrator: SHIMADZU, Chromatopac CR-8A 

GC column: J&D, DB-1, capillary (Length 30 m, I.D.0.32 mm, Film Thickness 0.25 µm) 

 

2-3-2. GC/QMS 
GC: Agilent technology, 6890N 

GC column: Zebron, ZB-5ms, capillary (Length 30 m, I.D. 0.25 mm, Film Thickness 0.25 µm) 

QMS: JOEL, Jms-Q1000GC K9 

 

2-3-3. GC/TOFMS 
GC: Agilent technology, 7890A GC System 

TOFMS: The AccuTOF GCv JMS-T100GCV 

GC column: , J&W, DB-1, capillary ( Length 30 m, I.D.0.32 mm, Film Thickness 0.25 µm ) 

 

2-3-4. HPLC 
HITACHI 

Pump: HITACHI, L-7100 

UV Detector: HITACHI, L-7400 

Integrator: HITACHI, D-2500 Chromat-Integrator 

SHIMAZU 

Pump: SHIMAZU, LC-10AS 

UV Detector: SHIMAZU, SPD-10A 

Integrator: SHIMADZU, Chromatopac CR-6A 

 

2-3-5. NMR 
BRUKER, DPX400 

BRUKER, DPX600 

 

2-3-6. 旋光度計 
HORIBA, HIGH SENSITIVE POLARIMETER SEPA-300 
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2-4. 培養および保存 
 

2-4-1. 大腸菌 

通常、大腸菌（JM109, DH5α）は LB 液体培地で 37°C、〜16時間振盪培養した。保存は

グリセロールを 20%（v/v）になるように加えて、1.5 mL チューブに分注し、−80°C で凍結

保存した。 

 

 

 

2-4-2. 酵母 

通常、酵母は SCD-U+HET 液体培地で 30°C、約 20 時間振盪培養した。保存はグリセロ

ールを 15%（v/v）になるように加えて、1.5 mL チューブに分注し、−80°C で凍結保存した。 
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2-5. 基本的な遺伝子操作法 
 

2-5-1. アルカリミニプレップ法 

[用途] 大腸菌（JM109、DH5α）由来のプラスミドの調製 

[試薬] 

Solution I 

50 mM グルコース                2 Mを 2.5 mL 

25 mM Tris-HCl (pH 8.0)        1 Mを 2.5 mL 

10 mM EDTA (pH 8.0)          0.5 Mを 2 mL 

滅菌水                                                  93 mL 

                                   100 mL 

※ろ過滅菌あるいはオートクレーブ後、4°Cで保存 

Solution II 

0.2 N NaOH        2 N を 1 

1% SDS            10 % を 1 

滅菌水                            8 

                        10 

※使用時に調製 

Solution III 

5 M 酢酸カリウム       60 mL 

酢酸                            11.5 mL 

蒸留水                        28.5 mL 

※オートクレーブ後、室温で保存 

 

[方法] 

1) 目的のプラスミドをもつ大腸菌（JM109、DH5α）を、抗生物質を含む LB 試験管培

地（5 mL）にて 37°C、〜16時間振盪培養した。 

2) 培養液 1.5 mLを、1.5 mLチューブにとり、遠心分離（12,300 rpm、5 min）にて集菌

した。 

3) 菌体のペレットを氷冷した Solution I 100 µLを加え、ボルテックスにて懸濁した。 

4) Solution II 200 µLを加え数回（2〜3回）上下反転させた後、2〜5分放置した。 

5) Solution III 150 µLを加え十分（6〜10回）上下反転させた。 

6) 遠心分離（12,300 rpm、5 min、4°C）した後、上清を新しい 1.5 mLチューブに移し

た。 

7) フェノール/クロロホルム抽出後、エタノール沈殿を行なった。 

8) 沈殿を真空乾燥し、適当量の RNase溶液に溶解した。 
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2-5-2. DNA精製法 

2-5-2-1. フェノール/クロロホルム抽出 

[用途] タンパク質の除去 

[試薬] 

フェノール/クロロホルム混合液        又は 

フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール混合液（PCI） 

 

フェノール/クロロホルム混合液 

TE飽和フェノールとクロロホルムを 1:1の割合で混合したもの 

※遮光して 4°Cで保存 

 

PCI 

イラストレイテッド 1  p.110を参照 

 

[方法] 

1) DNA 溶液に等量のフェノール/クロロホルム混合液または PCI を加えボルテックスで

混合した。 

2) 遠心分離（12,300 rpm、5 min）した後、水層（上層）を回収した。 

 

 

 

2-5-2-2. エタノール沈殿 

[用途] DNA溶液の濃縮、緩衝液の交換 

[試薬] 

3 M  酢酸ナトリウム溶液（pH 5.3） 

100%  エタノール 

70%  エタノール 

 

[方法] 

1) DNA溶液に 1/10倍量の 3 M 酢酸ナトリウム溶液および 2倍量の 100% エタノールを

加え、数回上下反転した。 

2) 遠心分離（14,000 rpm、20 min、4°C）にて核酸をペレットにし、上清を除去した。 

3) 70% エタノールで 2回洗浄した。 

4) 沈殿を真空乾燥し、適当量の滅菌水もしくは RNase溶液に溶解した。 
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2-5-2-3. RNase A 処理 

[用途] RNAの分解 

[試薬] 

RNase A 溶液（終濃度 10 µg/mL） 

 

[方法] 

1) DNA溶液に RNase溶液を加えた。 

2) 37°C、20〜40分インキュベートした。 

 

 

 

2-5-2-4. PEG沈殿 

[用途] RNAの除去 

[試薬] 

PEG溶液 

ポリエチレングリコール（PEG6000）     20% (w/v) 

NaCl                                                                 2.5 M 

※オートクレーブ後、室温で保存 

 

[方法] 

1) DNA溶液の 3/5容量の PEG溶液を加え、よく混合した。 

2) 氷上で 1時間放置した。 

3) 遠心分離（14,000 rpm、20 min、4°C）にて DNAをペレットにし、上清を除去した。 

4) 70% エタノールで 2回洗浄した。 

5) ペレットを真空乾燥し、適当量の滅菌水に溶解した。 
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2-5-2-5. AccuPrep® Plasmid Mini Extraction Kit（BIONEER）を用いた DNA精製法 

[用途] 大腸菌からのプラスミド DNA抽出、精製 

[試薬] 

AccuPrep® Plasmid Mini Extraction Kit（BIONEER） 

[方法] 

1) 目的のプラスミドをもつ大腸菌（JM109、DH5α）を、抗生物質を含む LB 試験管培

地（5 mL）にて 37°C、〜16時間振盪培養した。 

2) 培養液 1.5 mLを、1.5 mLチューブにとり、遠心分離（12,300 rpm、5 min）にて集菌

した。 

3) 菌体のペレットに氷冷した Buffer 1を 250 µL加え、ボルテックスで溶解した。 

4) Buffer 2を 250 µL加えゆっくりと数回上下反転させた。 

5) Buffer 3を 350 µL加え十分（6〜10回）上下反転させた。 

6) 遠心分離（14,000 rpm、10 min、4°C）した後、上清を付属のカラムに移し、遠心分

離（13,000 rpm、1 min、4°C）した。 

7) 廃液を除去し、カラムに Buffer 4を 750 µL加え、遠心分離（13,000 rpm、1 min、4°C）

した。 

8) 廃液を除去した後、Buffer 4を完全に除くために再び遠心分離（13,000 rpm、1 min、

4°C）した。 

9) カラムを新しい 1.5 mL チューブに移し、遠心分離（13,000 rpm、1 min、4°C）した。 

10) カラムに Buffer 5 50-100 µL加え、5分静置した後、遠心分離（13,000 rpm、1 min、

4°C）して、DNAを溶出した。 
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2-5-3. アガロースゲル電気泳動 

[用途] 制限酵素による DNA断片のパターンやサイズの確認、目的 DNA断片の抽出 

[試薬] 

Agarose（TaKaRa） 

TAE buffer（pH 8.0） 

Tris（GIBCO BRL社）   40 mM 

氷酢酸                               40 mM 

EDTA                                   1 mM 

10× Loading Dye Solution（東洋紡） 

エチジウムブロマイド溶液 

TAE buffer                        300 mL 

エチジウムブロマイド     30 µg 

[方法] 

1) TAE bufferに 1%アガロース、2 µL エチジウムブロマイド溶液を加え、電子レンジで

加熱融解した。60°C前後まで冷ました後、ゲル作製器に注ぎ込んだ。 

2) 気泡を取り除いた後、ゲル溶液にコームを差し込み、十分にゲルが固まるまで放置

した。 

3) コームを外して泳動槽にのせ、ゲルの表面が覆われるように TAE bufferを注いだ。 

4) サンプル DNA溶液に対して 1/10倍量の 10× Loading Dye Solutionを加え、ウェルに

入れた。 

5) 100 Vの定電圧で泳動を行なった。 

6) トランスイルミネータ（302 nm）を用いて DNAを確認した。 
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2-5-4. ポリメラーゼ連鎖反応（PCR） 

[用途] 目的遺伝子の増幅 

[試薬] 

DNA polymerase: KOD -Plus-（東洋紡） 

10× KOD -Plus- buffer（東洋紡） 

2.0 mM dNTP mix（東洋紡） 

2.5 mM MgSO4（東洋紡） 

20% DMSO 

sense-/antisense-primer 

 

[方法] 

PEG沈殿により得た DNAのペレットを滅菌水 50 µLに溶解し、Templateとした。 

1) Table2-1.に示した通りに PCR用チューブに調製した。 

2) Table2-2.に示した条件で反応させた。 

3) 反応終了後、電気泳動により特異的増幅を確認した。 

 
Table 2-1. 試薬の調製 
滅菌水 10.5 µL 
5 ng/µL Template 2 µL 
2.0 mM dNTP mix 5 µL 
20% DMSO 2.5 µL 
2.5 mM MgSO4 4 µL 
10x KOD –plus- buffer 5 µL 
10 µM sense primer 10 µL 
10 µM anti-sense primer 10 µL 
KOD -plus- 1 µL 
Total 50 µL 

 

 

 

 

  

Table 2-2. サイクル条件 
98°C 3 min  
98°C 1 min  

30 cycle 
…1min/kb 

60°C 1 min 
68°C 3 min 
68°C 10 min  
4°C ∞  
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2-5-5. 部位特異的変異導入法（QuikChange法） 

[用途] Strategeneの QuickChange Site-Directed Mutagenesis法に従い、部位特異的に遺伝子に変

異を導入する 

[試薬] 

DNA polymerase: KOD -Plus-（東洋紡） 

10× KOD -Plus- buffer（東洋紡） 

2.0 mM dNTP mix（東洋紡） 

2.5 mM MgSO4（東洋紡） 

20% DMSO（Sigmaの DMSOを希釈） 

sense-/ antisense- primer 

 

[方法] 

PEG沈殿により得た DNAのペレットを滅菌水 50 µLに溶解し、Templateとした。 

1) Table2-3.に示した通りに PCR用チューブに調製した。 

2) Table2-4.に示した条件で反応させた。 

3) 反応終了後、電気泳動により特異的増幅を確認した。 

4) Dpn I 1 µL を加え、37°C、2時間インキュベートした。 

反応液 2 µL を E. coli（JM109、DH5α）に形質転換（エレクトロポレーション法）し、

LB/ampプレートにプレーティングした。 

 
Table 2-3. 試薬の調製 
滅菌水 20.5 µL 
5 ng/µL Template 2 µL 
2.0 mM dNTP mix 5 µL 
20% DMSO 12.5 µL 
2.5 mM MgSO4 2 µL 
10x KOD –plus- buffer 5 µL 
10 µM sense primer 1 µL 
10 µM anti-sense primer 1 µL 
KOD -plus- 1 µL 
Total 50 µL 

 

Table 2-4. サイクル条件 
98°C 5 min  
98°C 30 sec  

16 cycle 
…1min/kb 

60°C 1 min 
68°C 9 min 
68°C 9 min  
4°C ∞  
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Figure 2-4. QuikChange法 

Mutationの入った相補的な primerを使用し、PCRでプラスミド全体を増幅する。その後、大腸菌由来の

templeteプラスミドを DpnⅠで切断し、変異プラスミドのみにする (DpnⅠはメチル化した 4塩基認識の制

限酵素。大腸菌で増幅されたプラスミドはメチル化されているため、選択的に templete を切断することが

可能)。これを E.coli JM109に形質転換し、ベクターに挿入された Amp耐性を利用して選択することで、

変異プラスミドの導入された菌株が得られる。 
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2-5-6. 制限酵素による DNAの切断 

DNA の塩基配列を制限酵素により特異的に切断した。各酵素に合った Buffer を用いて適

温で反応させた。また、必要に応じて BSAを添加した。 

※各社の添付プロトコール参照して行なった。 

 

 

 

2-5-7. アガロースゲルからの DNA抽出 

[用途] 目的 DNAの抽出 

[試薬] 

アガロースゲル 

TE飽和フェノール 

 

[方法] 

1) TAE アガロースゲル電気泳動を行なった後、カッターナイフで目的のバンドを切り

出し、1.5 mLチューブに移した。 

2) TE 飽和フェノールをゲルと等量(目分量)加えてボルテックスし、スピンダウンした

後、−80°Cで 30分放置した。 

3) 室温で約 20分放置し、融解させた。 

4) 遠心分離（12,300 rpm、20 min、4°C）した後、水層（上層）を新しい 1.5 mLチュー

ブに移した。 

5) フェノール/クロロホルム抽出を行ない、エタノール沈澱を行なった。70% エタノー

ルで洗浄し、遠心分離（12,300 rpm、5 min、4°C）し、上清を除去した。 

6) ペレットを真空乾燥し、適当量の滅菌水に溶解した。 

 

 

 

2-5-8. ライゲーション反応 

[用途] ベクターDNAとインサート DNAの結合 

[試薬] 

TaKaRa Ligation Kit Ver.2（TaKaRa） 

 

[方法] 

1) ベクターDNAとインサート DNAを 1:1-1:10程度にインサート DNA量が多くなるよ

うに計 10 µLの滅菌水に混合した。 

2) Solution I 10 µL を加え、ピペッティングでよく混合した。 

3) 16°Cで 30分〜16時間インキュベートした。 
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2-5-9.形質転換 

2-5-9-1. コンピテントセル作製(大腸菌) 

[用途] プラスミド導入用のホスト 

 

[試薬] 

10% グリセロール 

[方法] 

1) 抗生物質を含まない LBプレート培地に作製済みコンピテントセルを植菌し、シン

グルコロニーを単離した。 

2) ピックアップしたシングルコロニーを LB培地 5 mLに植菌し、37°Cで 7〜10時間

培養し、これをシードとした。 

3) 上述のシードを SOB培地 1 Lに植菌し、O.D600が 0.4-0.5に達するまで振盪培養し

た。 

4) 培養液を氷上に約 10分置き、完全に冷やした。 

5) 遠心分離（6,000 rpm、10 min、4°C）して集菌した。 

6) 冷却した滅菌水(100mL)に懸濁し、遠心分離（6,000 rpm、10 min、4°C）して集菌

した。 

7) 氷冷した 10% グリセロール 20 mL を加えて再懸濁し、遠心分離（6,000 rpm、10 

min、4°C）して集菌した。 

8) 氷冷した 10% グリセロール 4 mLを加えて再懸濁し、1.5 mLチューブに 100 µLず

つ分注した。 

9) −80°Cで保存した。 

10) 1 本は抗生物質耐性をもたないことを確認するために、抗生物質含有寒天培地にて

生えてこないことを確認した上でコンピテントセルとした。 
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2-5-9-2. コンピテントセル作製（酵母） 

[用途] プラスミド導入用のホスト 

 

[試薬] 

Frozen-EZ Yeast Transformation II Kit 

[方法] 

以下の操作は、無菌的に行なうためにクリーンベンチ内で菌を扱った。 

1) 作製済みコンピテントセル 50 µLを SCD+HET試験管培地（5 mL）に植菌し、30°C、

約 16時間オーバーナイトで振盪培養し、シードとした。 

2) シード 200 µLを SCD+HET試験管培地（5 mL）に植菌し、30°Cで OD600=1.0になる

まで 5時間程度振盪培養した。 

3) オートクレーブ済み 1.5 mL チューブに 1 mL ずつ分注し、遠心分離（6,000 rpm、5 

min、室温）した。 

4) 上清を除去し、各チューブに Solution I 1 mL 加えた後、ボルテックスし、ペレット

を懸濁した。 

5) 遠心分離（6,000 rpm、5 min、室温）した後、上清を少量残すようにしてピペットマ

ンで除去した。 

6) Solution II 100 µLを加え、ピペッティングにてペレットを溶解した。 

7) 50 µLずつ分注し、−80°C保存した。 

8) 1本はコンピテントセルにウラシル生産能がないことを確かめるために SCD-U+HET

プレートに植菌し、生えてこないことを確認した上でコンピテントセルとした。 

 



67 
 

2-5-9-3. エレクトロポレーション法 

[用途] 大腸菌（JM109、DH5α）へのプラスミドの導入 

[試薬] 

コンピテントセル（E.coli JM109、DH5α） 

SOC培地 

 

[方法] 

1) キュベットを予め氷上で冷やしておいた。 

2) コンピテントセルを氷上で融解した後、2-5 µLの DNA溶液を添加した。 

3) 混合液をキュベットに移した。 

※この際、混合液に気泡ができないように注意した。 

4) E.coli Pulser（BIO-RAD）でパルス（1.8 kV）をかけた。 

5) SOC培地 0.9 mLを含む 1.5 mLチューブに混合液を素早く移し懸濁した。 

6) 37°Cで 1時間インキュベート後、抗生物質（Amp）を含む LB 寒天培地に混合液を

50-500 µL撒いた。 

7) 37°C、～14時間インキュベートした。 

 

 

 

2-5-9-4. Frozen-EZ Yeast Transformation II Kitを用いた酵母への形質転換 

[用途] S.cerevisiae GIL77へのプラスミド導入 

[試薬] 

Frozen-EZ Yeast Transformation II Kit 

コンピテントセル S.cerevisiae GIL77 

SCD-U+HET寒天培地 

 

[方法] 

以下の操作は、無菌的に行なうためにクリーンベンチ内で菌を扱った。 

1) コンピテントセルを解凍した。 

2) 精製済み DNAの入った 1.5 mLチューブにコンピテントセル 50 µLを移した。 

3) Solution III 500 µLを加え、ボルテックスした後、30°C、45 minインキュベートした。 

4) 遠心分離（12,300 rpm、30 sec、室温）し、菌体を沈殿させ、上清 200 µL 程度除去し

た。 

5) ピペッティングしてペレットを溶かし、200 µL植菌した。 

6) 30°Cで 2〜4日間インキュベートした。 
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2-5-10. キャピラリーシーケンサーによる DNA塩基配列の決定 

[用途] インサート挿入確認 / 変異導入の確認 

 

2-5-10-1. シーケンスサンプルの調製 

[試薬] 

CEQ DTCS Quick Start Mix 

 

[方法] 

1) AccuPrep® Plasmid Mini Extraction Kit（BIONEER）を用いてプロトコルに従って DNA

を精製した。 

2) DNA溶液 10 µLを滅菌水 90 µLで希釈し、吸光光度計で DNA濃度を決定した。 

3) 100 fmol分の鋳型 DNAと滅菌水を全量が 5 µLとなるように混合した。 

4) サーマスサイクラーで 96°C、1 min プレヒートした。 

5) 3.2 pmol/µL、Master Mix 4 µLを加えて静かにピペッティングし、以下の条件でシーケ

ンス反応を行なった。 

 

 

 

 

 

 
5) シーケンス反応後、シーケンス反応液（10 µL）に Stop Solution 2.5 µL（3 M NaOAc 1 

µL、100 mM EDTA 1 µL、20 mg/mL Glycogen 0.5 µL)を加えた。 

6) 100% エタノール 30 µL を加え、混合し、遠心分離（14,000 rpm、15 min、4°C）した

（エタノール沈澱）。 

7) 上清を除き、70 % エタノール 200 µLを加えて遠心分離（14,000 rpm、2 min、4°C）し

た（この操作は 2回繰り返した）。 

8) 真空乾燥（5-10 min） 

9) サンプルローディングソリューション（SLS） 30 µL加え、暗所・室温で 10 min静置

した。 

 

2-5-10-2. キャピラリーシーケンサーによる分析 

[使用機器] 

Beckman Coulter CEQ8000 

[方法] 

Beckman Coulter CEQ8000のプロトコルに従い行なった。 

  

Table 2-5. シーケンス反応条件 
96°C 20 sec 

45 cycle 50°C 20 sec 
60°C 3 min 
4°C ∞  
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2-6. S. cerevisiaeの培養と誘導 
 

[用途] 目的遺伝子の発現 

Saccharomyces serevisiae GIL77の培養と誘導 

[方法] 

1) SCD-U+HET 試験管培地（5 mL）に目的の遺伝子をインサートしたプラスミドをもつ 

S. cerevisiae GIL77を植菌し、30°C、20時間振盪培養し、これを Seedとした。 

2) 本培養 : SCD-U+HET培地（100 mL）に Seed 1 mLを加え、30°C、2日間振盪培養した。 

3) 遠心分離（9,000 rpm、5 min、4°C）にて集菌し、上清をデカントで除去した。 

※集菌はクリーンベンチ内でローターチューブに移すなど、無菌状態で行った。 

4) 誘導 : SCG-U+HET培地（100 mL）に菌体を懸濁し、30°C、24時間振盪培養した。 

5) 遠心分離（9,000 rpm、5 min、4°C）にて集菌し、上清をデカントで除去した。 

※集菌はクリーンベンチ内でローターチューブに移すなど、無菌状態で行った。 

6) 後培養 : 0.1M リン酸 buffer（100 mL）に菌体を懸濁し、30°C、24時間振盪培養した。 

7) 遠心分離（9,000 rpm、5 min、4°C）にて集菌し、上清をデカントで除去した。 

8) 菌体を脱塩水で洗浄し、遠心分離（9,000 rpm、5min、4°C）にて集菌した。8)の操作

は 2回繰り返した。 

 

 

2-7. ケン化とヘキサン抽出 
 
[方法] 

1) 集菌した菌体を 15% KOH / methanol (w/v)に懸濁し、沸騰してから 1時間、ホットス

ターラーにて攪拌しながらケン化した。 

2) ケン化後、菌体を吸引濾過し、菌体と濾液を回収した。 

3) 濾液を分液ろうとに移し、50 mLのヘキサンを加えて 3回抽出した。 

4) 菌体に 15% KOH / methanolを加えて再びケン化した。 

5) 1)～4)の操作を 2〜5回繰り返した。 
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2-8. ホモロジーモデリング 
 
[用途] 

既知の酵素の立体構造から、よく似た（40%以上あれば十分）1 次構造を持つタンパク

質の立体構造を推測して作り出すことができる。それによって結晶構造解析が行われて

いない酵素でも、酵素タンパク質の立体構造と機能の関係について考察をすることがで

きる。 

 

[方法] 

演算サーバ: CPHmodels (http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/) 

使用ソフトウェア: MacPyMOL、PyMOL (http://www.pymol.org/) 

 

1) CPHmodelsで目的タンパクのアミノ酸配列を入力あるいは fasta形式のファイルをア

ップロードする。 

2) PyMOLで解析する。 

 

 

  

http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/
http://www.pymol.org/
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2-9. 基本的なタンパク操作法 

 
2-9-1. SDSポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE) 

[用途] タンパク発現の確認 

2-9-1-1. ゲルの作製 

[試薬] 

A液（30 % アクリルアミド） 

アクリルアミド                                      58 g 

N,N’-メチレンビスアクリルアミド       2 g   /超純水で 200 mLにメスアップ 

＊遮光して 4°C保存 

B液（1.5 M Tris-HCl  pH8.8） 

C液（0.5 M Tris-HCl  pH6.8） 

D液（10% 過硫酸アンモニウム（APS）） 

0.01 g APSを 100 µL超純水に溶かす 

＊用事調製 

10% SDS 

tetra ethyl metylene diamine（TEMED） 

 

[方法] 

1) ゲル板を組み立てた。 

2) 下記の Table 2-6. の組成で分離ゲルを調製した。 

3) ゲル板に分離ゲルを流し込み、表面に静かに超純水を重層した。 

4) 室温で 30分放置し、ゲルを重合させた。 

5) 重層した超純水を除去し、超純水で 3回洗浄した。 

6) Table 2-6の組成で濃縮ゲルを調製した。 

7) ゲル板いっぱいまで濃縮ゲルを流し込み、コームを差した後、室温で 1 時間放置し

た。 

Table 2-6. SDS-PAGE用ゲルの作製（10%アクリルアミド） 
 分離ゲル 濃縮ゲル 

超純水 7.32 mL 3.54 mL 
A液 6 mL 900 µL 
B液 4.5 mL − 
C液 − 1.5 mL 

10% SDS 180 µL 60 µL 
D液 70 µL 18 µL 

TEMED 20 µL 10 µL 
Total 18.09 mL 6.028 mL 
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2-9-1-2. サンプルの調製 

[試薬] 

2× SDS-サンプルバッファー(−20°Cで保存) 

0.5M Tris-HCl（pH6.8）                    2.5 mL 

10% SDS                                                 4 mL 

β-Mercaptoethanol                                  1 mL 

Glycerol                                                   2 mL 

Bromophenol blue（10 mg/mL）        0.4 mL 

超純水                                                   0.5 mL 

 

[方法] 

1) 全タンパク質、可溶性タンパク質、不溶性タンパク質の各画分を用意した。 

2) 全タンパク質、可溶性タンパク質の 2つの画分には、等量の 2× SDS-サンプルバッフ

ァーを加えた。不溶性タンパク質画分には 1/2倍量の 2× SDS-サンプルバッファーを

加えた。 

3) 90°C、5分湯浴で熱処理した。 

4) 以上の 3種類を泳動用サンプルとした。 

 

 

 

2-9-1-3. 電気泳動の開始と終了 

[試薬] 

10× 泳動バッファー 

Tris                  30 g 

Glycine          144 g 

SDS                 10 g   /超純水で 1 Lにメスアップ 

＊4°Cで保存 

 

[方法] 

1) 作製したゲルをゲル板ごと泳動槽にセットして、泳動槽の上下に泳動バッファーを

入れた。 

2) ゲル板の下の気泡をできるだけ除き、コームを取り外した。 

3) シリンジでウェルに適当量のサンプルをアプライした。 

4) 25 mA 、最大電圧で泳動し、濃縮ゲル通過時にサンプルを濃縮させた。 

5) 30-60 mA 、最大電圧で泳動し、分離ゲルを通過させた。 

6) 色素がゲルの下端まで移動したら電流を止めた。 
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2-9-1-4. タンパク質の染色 

[試薬] 

全固定液 

メタノール         20 mL 

酢酸                    7.5 mL  /水で 100 mL にメスアップ 

CBB 染色液 

Coomasie Brilliant Blue R-250           2.5 g 

エタノール                                        250 mL 

酢酸                                                    100 mL  /水で 100 mL にメスアップ 

＊ろ過して使用 

脱色液 

エタノール        25 mL 

酢酸                    10 mL 

水                        70 mL 

 

[方法] 

1) ゲルを容器に移して全固定液 100 mL に浸し、30分以上振盪した。 

2) 全固定液を捨てて染色液に浸し、30分振盪した。 

3) 染色液を回収し、脱塩水で数回ゲルを洗浄し、脱色液に浸した。この際、キムワイプ

を 2〜3枚一緒に入れた。 

4) 数時間してバックグラウンドの色が抜け、タンパクのバンドがはっきり見えるように

なったところで脱色液を回収した。 

5) 脱塩水で 5分以上振盪した。 

6) ゲル前面が下を向くようにしてラップにのせ、さらに画用紙をかぶせた。 

7) ゲル乾燥機にかけた。（60°C、1時間） 
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2-10. 酵素の精製 
2-10-1. His-tag融合タンパク質の酵素精製法 

His-tag 融合タンパク質と Ni2+カラムとのアフィニティーを利用した酵素の精製法を記した。 

使用 buffer 

• Binding buffer    (10 mM imidazole, 300 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 0.1 % Triton X-100, pH 7.9) 

• Wash buffer      (40 mM imidazole, 300 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 0.1 % Triton X-100, pH 7.9) 

• Elute buffer      (250 mM imidazole, 300 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 0.1 % Triton X-100, pH 7.9) 

• Enzyme buffer    (5 mM KPB, 0.1 % Triton X-100, pH7.0) 

• Charge buffer     (50 mM NiSO4) 

[方法] 

＜培養・誘導・集菌＞ 

1) EtAS/CT-pYES2プラスミドを導入した酵母 GIL77株を培養・誘導した。 

2) 集菌後、菌体を脱塩水と Binding bufferで 1回ずつ洗浄した。 

3) 1 L培養酵母あたり 10 mLの Binding bufferを加え、懸濁した（ペレットと合計 20 mL

程度になる）。 

4) 15 mLチューブに 10 mL（0.5 L培養分）ずつ分注し、－80°C保存した。 

＜菌体破砕・酵素精製＞ 

5) 中ローター用チューブに菌体懸濁液 3.33 mL、Binding buffer（Triton X-100 なし）1.66 

mL、10% Triton X-100 50 µLとガラスビーズ 10 gを混合した。 

6) ボルテックス 30 sec、氷中 30 secを 6回繰り返した。 

7) 遠心分離（12,300 rpm, 20 min, 4°C）し、菌体とガラスビーズを除去した。 

8) 菌体ペレットに再び Binding bufferを 5 mL加えて懸濁し、6)-7)の操作を繰り返した。 

9) 菌体ペレットに Binding buffer を 10 mL 加えて懸濁し、遠心分離（12,300 rpm, 20 min, 

4°C）した。 

10) 7)-9)の上清をまとめて再び遠心分離（12,300 rpm, 20 min, 4°C）し、完全に細胞片を除

き、無細胞抽出液とした。 

11) His-tag カラムに Ni NTA agarose（Qiagen）を 1 mL充填し、Charge buffer 6 mLで Ni2+を

チャージした。 

12) Binding buffer 10 mLを流し、平衡化した。 

13) 無細胞抽出液を流して樹脂に His-tag融合タンパク質を吸着させた。 

14) Binding buffer 15 mL、Wash buffer 13 mL流し、吸着した酵母由来のタンパク質を洗い流

した。 

15) Elute buffer 3 mLで、His-tag融合タンパク質を溶出した。 

16) Enzyme buffer で平衡化したゲル濾過樹脂(Sephadex G-10 from Pharmacia Fine Chemicals)

に溶出液をのせ、3.0 ~ 6.0 mLの画分を回収した。 
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2-10-2. タンパク質の定量法 

タンパク質の定量は、Bio-Rad Protein Assayを用いて以下の方法で行なった。 

[方法] 

1) Bio-Rad試薬 1容に対して超純水を 4容の割合にて混合した。これを定量試薬とした。 

2) 終濃度 0、0.1、0.25、0.5、0.75、0.9 mg/mL の BSA 溶液を調製し、それぞれ試験管に

100 µL加えた。希釈したタンパク質溶液を試験管に 100 µL加えた。 

3) 定量試薬にて全量 5 mLにしてボルテックスした。 

4) 5〜30分程度放置した。 

5) BSA溶液を吸光度 595 nmで測定し、検量線を作成した。 

6) タンパク質溶液の吸光度を測定し、作成した検量線からタンパク質濃度を決定した。 
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2-11. 精製 OSCを用いた酵素反応検定 
 

2-11-1. 基質の作製 
2-11-1-1. 2,3-Oxidosqualene(OXSQ)の合成（阿部、花岡により作製） 

[試薬] 

Dry THF 

THFに金属ナトリウムを加え、水素ガスが出なくなるまで静置した。 

Dry メタノール 

メタノール中にモレキュラーシーブ 3Å（MERCK）を 10% (w/v)程度加え、時々撹

拌し、気泡が出なくなるまで静置した。 

 

[方法] 

1) 0°C、窒素気流下で三ツ口フラスコ（1000 mL容）中で、スクアレン 6.0 g を dry テトラ

ヒドロフラン（THF） 240 mL に溶かし撹拌し、その後、溶液が濁るまで少量ずつ脱塩

水を加え、そのまま 10〜15分撹拌した。 

2) さらに反応液が透明になるまで dry THF を加え、透明になったら N-ブロモコハク酸イ

ミド（NBS） 2.88 g を 10分くらいかけてゆっくりと加え、よく撹拌しながら 3時間反

応させた。 

3) TLC（展開溶媒;  n-hexane:EtOAc=100:10）により、スクアレンブロモヒドリンが生成し

ていることを確かめてから、反応液をナス型フラスコに移し、ロータリーエバポレー

タで約半分の溶液量になるまで減圧濃縮した。 

4) 脱塩水を少量加え、分液漏斗（500mL 容）に移して n-hexane で抽出し、無水硫酸ナト

リウムを加えて脱水した。 

5) ろ過により無水硫酸ナトリウムを除去し、ロータリーエバポレータで減圧濃縮して、

シリカゲルカラムクロマトグラフィ（展開溶媒; n-hexane:EtOAc=100:3）により、精製

した。 

6) 得られたブロモヒドリン 1.55 g を三ツ口フラスコ（300 mL容）中での dry メタノール 

67 mL に無水炭酸カリウム 0.66g を窒素気流下で加えた（ブロモヒドリンは無水炭酸カ

リウムが完全に溶けてから加えた）。 

7) 3 時間後、TLC で反応が進まなくなったことを確認してから、脱塩水を少量加えた。n-

hexane 200 mL × 3回抽出し、無水硫酸ナトリウムで一晩脱水した。 

8) シリカゲルカラムクロマトグラフィ（n-hexane : EtOAc = 100:1）で精製した。 
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2-11-2. OXSQの可溶化 
OXSQ は疎水性の物質であるため、酵素活性の検定には界面活性剤を用いて可溶化したもの

を用いなければならない。 

可溶化時に OXSQと Triton X-100の比重を考慮して調製した。OXSQの比重は 0.882 g/mL、

Triton X-100の比重は 1.07 g/mLである。 

[用途] 1 mg OXSQ / mL in 0.5% Triton X-100の調製 

[試薬] 

50 mM potassium phosphate buffer（KPB）pH 8.0 

Triton X-100 

[方法] 

1) OXSQ中のヘキサンをエパポレータで減圧濃縮し、真空乾燥 30 minで完全にヘキサ

ンを蒸発させた。 

2) OXSQ 1 mg に対して、Triton X-100 を 5mg 加えた。 

3) OXSQ 1 mg に対して、全量が 1mLになるよう、OXSQと Triton X-100の比重を考慮

して 50 mM KPB（pH 8.0）で Fill upした。  

4) 超音波洗浄機で 15分処理し、基質を完全に可溶化させた。 

5) 可溶化後は液体の状態で保存すると数日で基質のエマルジョンが生じるため、-20°C

で凍結保存した。 

 

 

2-11-3. SQの可溶化 
SQは酵素反応後に内部標準物質として抽出の前段階で加えるために用いた。 

可溶化時に SQと Triton X-100の比重を考慮して調製した。SQの比重は 0.857 g/mL、Triton 

X-100の比重は 1.07 g/mLである。 

[用途] 4 mg SQ / mL in 8 % Triton X-100の調製 

[試薬] 

Triton X-100 

[方法] 

1) SQ 1 mg に対して、Triton X-100 を 20 mg 加えた。 

2) SQ 4 mg に対して、全量が 1mLになるよう、SQと Triton X-100の比重を考慮して超

純水で Fill upした。  

3) 超音波洗浄機で 15分処理し、基質を完全に可溶化させ、4×SQ内部標準液とした。 

4) 可溶化後、常温暗所で保存した。 

5) 使用時には 4倍希釈して 1×SQ内部標準液として必要量の SQを酵素反応液に添加し

た。 
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2-11-4. 精製 OSCによる基質との酵素反応 
 

[方法] 

1) Table 2-7に示した酵素反応系について、酵素を除いた反応混合液を調製した。 
Table 2-7. EtAS酵素反応条件 

 終濃度 
EtAS enzyme 2 µg 
(3R,S)-OXSQ 最大 240 µg/ 2.5 mL（226 µM） 

DTT 1 mM 
Potassium phosphate buffer (pH7.0) 0.1 M 

Triton X-100 0.05%（w/v） 
Total 2.5 mL 

2) 酵素を除いた反応混合液を 30°C（反応させる温度）で 3 分間プレインキュベーショ

ンし、反応混合液を 30°Cにした。 

3) 酵素を添加して 20分インキュベーションした。 

4) 煮沸した湯に 3分間湯浴させて酵素反応を停止させた。 

5) 内部標準物質としてスクアレン 30 µgを反応混合液に添加した。 

6) 1.2倍量（3 mL）の 15%（w/v）KOH/MeOHで鹸化した。 

7) ヘキサン抽出（この操作は 3回繰り返した） 

i. 蒸留ヘキサン 4 mLを加えた 

ii. 30秒間ボルテックスした。 

iii. ヘキサン層を小試験管に回収した。 

iv. 遠心エバポレータでヘキサンを飛ばした。 

6) SiO2ショートカラムクロマトグラフィーにより Triton X-100を除去した。 

i. バスツールピペットに脱脂綿を詰め、ヘキサンで洗浄した。 

ii. シリカゲルをヘキサンで懸濁し、パスツールピペットに詰めた。 

iii. サンプルを蒸留ヘキサン：酢酸エチル＝100：20 でバスツールピペットへ流

した。 

iv. 小試験管に 12 mL 分くらいまで流した後、遠心エバポレータにてヘキサンを

飛ばした。 

7)    GCにて解析した。 
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2-12. Western blotting 
 

1. 乾燥酵母 0.05 gを 1 mLの超純水に溶かし（溶かすと 1.065 mLになる）、ガラスビーズ 1 

gと混ぜた。 

2. ボルテックス 30 sec + 氷中 1 minを 12回繰り返し、菌体を破砕した。 

3. 破砕した菌体（全タンパク）と SDS-PAGEサンプルバッファー等量で混合し、90°C、15 

minで処理し、SDS-PAGEサンプルとした。 

4. SDS-PAGE（7.5% アクリルアミドゲル）で泳動させた。 

5. タンパクをゲルから PVDF膜に 144 mA、60 minで転写した。 

6. PVDF膜を TBS-Tween + 5% スキムミルクでブロッキングした（O/N）。 

7. PVDF膜を TBS-Tweenで振盪しながら洗浄した（10 min x 3回）。 

8. Anti-V5-FITC Antibody（Life Technologies） 3 µLを TBS-Tween 15 mLに加え、室温で 1 h 

抗原抗体反応させた。 

9. PVDF膜を TBS-Tweenで振盪しながら洗浄した（10 min x 3回）。 

10. FUJIFILM LAS3000で励起光を照射して、蛍光を検出した。 

11. MultiGaugeで解析した。 
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3-1. 背景と目的 
修士論文研究において β−アミリン合成酵素発現系および酵素精製法を確立し、酵素学

的諸性質（定常状態をとる反応時間、至適温度、至適 pH、至適界面活性剤濃度、至適

DTT 濃度、凍結融解の酵素活性に及ぼす影響）を調べた。そして、β−アミリン合成酵素

の速度論定数（Km、kcat、比活性）を決定することに成功した（伊藤 2011、修士論文）。 

そこで博士論文研究では、β−アミリン合成酵素の（１）高次構造の決定、（２）CD 測

定（増川が担当）、（３）阻害剤を用いた酵素反応、（４）環化開始部位への部位特異的変

異導入を行った。 

3-2. 酵素学的諸性質 
修士論文研究において報告した β−アミリン合成酵素の酵素学的諸性質をここでは挙げ

る。 

 

3-2-1. 酵素精製 
1) pYES2/CT-EtASを導入した酵母 GIL77株を培養・誘導した。 

2) 第 2章 2-10-1に従って酵素精製した。 

3) 第 2章 2-9に従って SDS-PAGEを行ない、酵素純度を調べた。 

4) 第 2章 2-10-2に従って Bradford法による酵素濃度測定を行った。 

 
Figure 3-1. EtAS精製確認の SDS-PAGE 

レーン 1：分子量マーカー、レーン 2：全タンパク、レーン 3：可溶性タンパク、レーン 4：不溶性タン

パク、レーン 5：精製 EtASタンパク（酵素精製時に Triton X-100を使用）、レーン 6：精製 EtASタンパ

ク（酵素精製時に Brij 35を使用）  
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3-2-2. 酵素反応 
1) Table 3-1に示した組成について、酵素を除いた反応混合液を調製した。  

2) 30°C、3 minプレインキュベーションした。 

3) 酵素を添加して 20 minインキュベーションした。 

4) 100°C、3 minで酵素反応を停止させた。 

5) 内部標準としてスクアレン 30 µgを添加した。 

6) 1.2倍量（3 mL）の 15% KOH/MeOHでケン化した。 

7) 4 mLのヘキサンで 3回抽出した。 

8) SiO2ショートカラムクロマトグラフィーにより界面活性剤を除去した。 

9) GCで定量解析した。 

 
Table 3-1. EtAS酵素反応条件 

 終濃度 
EtAS enzyme 2 µg 
(3S)-OXSQ 120 µg (113 µM) 

DTT 1 mM 
Potassium phosphate buffer (pH7.0) 0.1 M 

Triton X-100 0.05% (w/v) 
Total 2.5 mL 

 

 

3-2-3. 結果 
Figure 3-2〜3-7に結果を示した。界面活性剤は Triton X-100、Tween 80、β-OG、Brij 35

の 4 種を検討した。最も高い活性を示したのは 0.05% Triton X-100 のときであった。

Tween 80における活性は Triton X-100の場合と類似していた。β-OGの場合は、CMCであ

る 0.6%以下では高い活性が観測されたが、CMC以上では急激に活性が低下した。（Figure 

3-2）Brij 35では非常に低い活性を示したが、この酵素を Brij 35から Ni-NTAカラムを用

いて界面活性剤を Triton X-100 に置換したところ、活性が回復した。このことは Brij 35

による活性は酵素の変性によるものではなかったことを示している。至適反応温度を決

定するために反応温度を 5～40°C（5°C間隔）で酵素反応を行った結果、30°Cが至適であ

ることがわかった。また、30°C を超えると急激に活性が低下した（Figure 3-3）。至適 pH

の決定にはMesバッファー（pH 5.5-6.0）、リン酸カリウムバッファー（pH 6.5-7.5）、Tris-

HClバッファー（pH 8.0-9.0）を用い、pH 7.0の時に最大活性を示した（Figure 3-4）。また、

Figure3-5から、DTTは活性に影響を及ぼさないことがわかった。Figure 3-6で反応時間 35 

min まで反応速度が維持されたことから、定常状態は 35 min までであることが示唆され

た。そして、凍結解凍が活性に影響を及ぼすかを検討するために、50％ Glycerol で-20°C

保存（凍結解凍 0回）と凍結解凍 1～3回で酵素活性を比較したが、凍結解凍 3回まで優

位な活性の低下は見られなかった。 

以上から EtAS至適反応条件は 0.05% Triton X-100、30°C、pH 7.0、30分まで定常状態

であることがわかった。また、DTTや凍結融解（3回まで）は活性に影響を及ぼさないこ
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とも示唆された。 

 

 

（a） 

 
（b） 

 
Figure 3-2. 至適界面活性剤濃度 

（a）4種の界面活性剤（Triton X-100、Tween 80、β-OG、Briji 35）の EtAS活性に及ぼす影響 

（b）用いた界面活性剤の構造 

各界面活性剤の臨界ミセル濃度（CMC）は次のとおりである。Triton X-100：0.015%、Tween 80：

0.0016%、β-OG：0.6%、Brij 35：0.011%  
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Figure 3-3. 至適反応温度 

反応温度 5～40°C（5°C間隔）で測定した。 

30°Cでの活性を 100%として各温度での活性を相対値で表した。 

 

 

 

Figure 3-4. 至適 pH 

用いたバッファーと pHの設定は以下のように行った。 

pH 5.5-6.0：100 mM Mesバッファー 

pH 6.5-7.5：100 mMリン酸カリウムバッファー 

pH 8.0-9.0：100 mM Tris-HClバッファー 

pH 7.0での活性を 100%として各 pHでの活性を相対値で表した。 
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Figure 3-5. 至適 DTT濃度 

検討した DTT濃度は 0、0.5、1、2.5、5、10 mMであった。1 mMの活性を 100％として、各濃度の活性

を相対値で表した。 

 

 
Figure 3-6. 定常状態をとる反応時間 

x 軸に反応時間を、y 軸に生成された β－アミリン濃度をプロットした。プロットの傾きが一定の反応時

間は一定の反応速度（定常状態）であることを表している。 

 

 
Figure 3-7. 凍結解凍の酵素活性に及ぼす影響 

Glycerol：50% Glycerolで-20°C保存（凍結解凍 0回）した精製酵素、解凍 1～3回：凍結解凍を 1～3回

した精製酵素 

Glycerolの活性を 100%として凍結解凍回数ごとの活性を相対値で表した。  
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3-3. 速度論定数の決定 
3-3-1. 速度論解析について 
次に前述の至適反応条件下で速度論定数（Km、kcat、比活性）を決定した。そして、

これまでに当研究室で研究してきた SHCや既に報告されている他の OSCとの比較、考察

を行った。 

そこでまず、ここでは反応速度に関する最も基本的な計算式である Michaelis-Menten

式について述べる。  

 

Michaelis-Menten式 

 

 

 

 

 

酵素反応は、酵素と基質が一度、酵素-基質複合体を形成してから、プロダクトを生成、

放出するという上記のようなモデルに基づいて起こると仮定する。各素反応はそれぞれ

決まった速度定数を持ち、ｋ1とｋ-1は ES生成反応(第 1段階)のそれぞれ前向きと逆向き

反応の速度定数、ｋ2は ESから Pを生成する反応(第 2段階)の速度定数を表す。数学的取

扱いを簡単にするため、第 2段階は不可逆としておく。 

 

生成物ができる速度は、生成反応の速度定数と直接生成物を生じる複合体の濃度の積で

表される。よって反応(1)の速度は、 

]ES[
d

]P[d
2kt

v    

となる。 

 

ESの差引き生成速度は ESを生じる素反応と消滅する素反応の速度の差であるから、次

のように表される。 

]ES[]ES[]E][S[d[ES]
211 kkk

t
�� �

ｄ
 

この(3)式を積分することで[ES]を算出することができるが、そのままでは積分できない

ため、次の 2つの仮定が提案された。 

 

 

1. 平衡仮定 

k-1≫ｋ2とすることで、第 1 段階の反応は平衡にあるという仮定である。この仮定は

1913年、Leonor MichaelisとMaud Mentenによって提案された。 

E + S ES P + S 
k1 k2 

k-1 

E：酵素 
S：基質 
ES：酵素-基質複合体 
P：生成物 
ｋ-1,k1,k2：それぞれの反応における速度定数 
 

…(1) 

…(2) 

…(3) 
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第 1段階が平衡であるとき、 

]ES[]S][E[ 11 � kk  

であるから、その解離定数 Ksは、 

]ES[
]S][E[

1

1   �

k
kKs  

と表される。（この仮定は、いつも成り立つとは限らない） 

 

 

2. 定常状態仮定 

酵素に対し基質が大過剰（[S]≫[E]）のとき、反応のごく初期（数ミリ秒間）を除き、

基質がほとんどなくなるまで ES の濃度はほぼ一定であるという仮定である。つまり、反

応の進行中、ESができる速さとなくなる速さは相等しい定常状態をとり、見かけの[ES］

は一定の値をとる。よって、 

0]ES[
 

tｄ
ｄ

 

これは、1925年 G.E. Briggsと John B.S. Haldaneにより提唱されたものである。 

 

実際に応用するためには、速度論の式を実験的に測れる量で表す必要がある。そのため、

測定可能である酵素の全濃度[E]Tを直接測れない[ES]や[E]の濃度で表すと、 

]ES[]E[]E[ T �  

 

ここから、反応速度式を計算していく。 

(3)式に定常状態仮定の(6)式を代入すると、 

0]ES[]ES[]E][S[d[ES]
211  �� � kkk

tｄ
 

]ES[]ES[]E][S[ 211 kkk � �  

 

(7)より ]ES[]E[]E[ T � だから、 

1

21T

]ES[
]S])[ES[]E([

k
kk �

 
� �  

ここで、ミカエリス定数 Kmを 

1

21

k
kkKm

�
 �  

と定義すると(9)式は、 

]S])[ES[]E([]ES[ T � mK  

 

…(4) 

…(5) 

…(6) 

…(7) 

…(8) 

…(9) 

…(10) 

…(11) 
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(11)式を[ES]について解くと、 

]S[
]S[]E[

]ES[ T

�
 

mK
 

反応の初速度 v0は、(2)式の t=0のときだから、 

]S[
]S[]E[

]ES[)
]P[

( T2
200 �

    
m

t K
k

k
t

v
ｄ

ｄ
 

[S]も[E]Tも実験的に測れる量である。ただの速度ではなく初速度を使えば、逆反応や酵

素の生成物による阻害、実際に伴う酵素の不活性化などはすべて最小にできる。 

最大速度 Vmaxは酵素が基質で飽和したとき、つまりすべての Eが ESとなったときの速

度だから、 

T2max ]E[kV   

 

(13)式と(14)式より、 

]S[
]S[max

0 �
 

mK
V

v  

これが、酵素速度論の最も基本的な式、ミカエリス・メンテンの式である。 

 

 

ミカエリス定数の意味 

基質濃度が Kmのとき（[S]=Km）、(15)式は
2
max

0

V
v  となるため、Kmは反応速度が最大

速度の半分のときの基質濃度を表す。Km値が小さい酵素は基質濃度が低いところで、触

媒能が最大値に達する。この Kmは、各酵素-基質の組合せによって特有の値をもち、一つ

の酵素がいくつかの基質に作用するとき、一つ一つの基質に対し Kmが異なる。 

(10)式より、Kmは次のように表現される。 

1

2

1

2

1

1

k
k

K
k
k

k
k

K sm � � �  

Ksはミカエリス複合体 ES の解離定数なので、Ksが小さいほど酵素の基質に対する親和

性が大きい。 12 kk が Ksより小さければ、 12 �� kk なので ES→P反応が ESから E+Sへ

の逆反応よりも遅い。この場合、Kmは Ksと類似した値と見なすことができるため、酵素

と基質の親和性を示す。 

 

 

  

…(12) 

…(13) 

…(14) 

…(15) 

…(16) 
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3-3-2. 酵素反応 
1) Table 3-2に示した組成について、酵素を除いた反応混合液を調製した。  

2) 30°C、3 minプレインキュベーションした。 

3) 酵素を添加して 20 minインキュベーションした。 

4) 100°C、3 minで酵素反応を停止させた。 

5) 内部標準としてスクアレン 30 µgを添加した。 

6) 1.2倍量（3 mL）の 15% KOH/MeOHでケン化した。 

7) 4 mLのヘキサンで 3回抽出した。 

8) SiO2ショートカラムクロマトグラフィーにより Triton X-100を除去した。 

9) GCで定量解析した。 

10) Excelの Solverにより Km、Vmax、kcatを算出した。 

 
Table 3-2. EtAS酵素反応条件 

 終濃度 
EtAS enzyme 2 µg 
(3S)-OXSQ 0-120 µg (0-113 µM) 

DTT 1 mM 
Potassium phosphate buffer (pH7.0) 0.1 M 

Triton X-100 0.05% (w/v) 
Total 2.5 mL 

 

 

 
Figure 3-8. EtASのMichaelis-Menten plot 

基質濃度は 0、7.0、14、28、42、56、70、85、99、113µMで測定した。 

基質濃度 99 と 113µMではわずかに活性が低下したため、高濃度の基質を添加すると SHC と同様に基

質阻害を受ける可能性が示唆された。そのため、Km、kcatは基質濃度 0～85 µMの範囲で算出した。  
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3-3-3. 結果と考察 
Table 3-3. 種々のトリテルペン環化酵素の速度論定数 

 
KM 
(µM) 

kcat 
(min-1) 

kcat/KM 
(µM-1 min-1) 

Specific activity 
(nmol min-1mg-1) 

EtAS  33.8 ± 0.53 46.4 ± 0.68  1.37 ± 0.21 352 ± 11.8 

Bovine lanosterol synthase 82 11 1.6 x 10-2  1.45 x 10-3  1.747 

Rat lanosterol synthase 89,90,83 
15 89 
55 90 
86 83 

3.0 x 10-2  89 
NR 
NR 

2 x 10-3  89 

NR 
NR 

8.8 x 10-2  89 
26.16 90 
NR 

S. cerevisiae lanosterol synthase 91 18 NR NR 40.8 

SHC 57,83,85  
16.7 57 
1.6 83 
38 85 

289 57 
2.4 83 
72 85 

17.3 57 
1.5 83 
1.89 85 

1910 57 
NR 
NR 

NR: not reported. 

 

EtASの速度論定数を Table 3-3にまとめた。EtASの Km値はこれまでに報告されてきた

トリテルペン環化酵素と類似の値を示した一方、EtAS の kcat値や比活性はこれまでに報

告されてきた OSC のそれより非常に高い値を示した。このことは、酵素精製の段階で酵

素の活性が維持されていることを示唆している。また、SHC では基質を高濃度添加する

と基質阻害が生じることが当研究室の実験で明らかになっている（論文未報告）が、

EtASでは基質阻害の有無は判断できなかった。それは、基質 OXSQを反応系に 112.7 µM

以上は添加できなかったためである。しかしながら、98.6 µM 以上でわずかに活性の低下

が見られたため、EtASでも同様に基質阻害が生じる可能性が考えられる。 
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3-4. 高次構造 
β−アミリン合成酵素の高次構造について、ゲルろ過 HPLC から何量体として存在する

かを決定し、CD 測定から温度変化による高次構造変化を調べた。なお、CD 測定は当研

究室 増川により実施された（増川 2013、修士論文）。  

 

 

3-4-1. 高次構造決定 
1) pYES2/CT-EtASを導入した酵母 GIL77株を培養・誘導した。 

2) 第 2章 2-10-1に従って酵素精製した。 

3) 分子量マーカーと β−アミリン合成酵素をゲルろ過 HPLCに流し、Figure 3-9〜10の

ようにして β−アミリン合成酵素の分子量を決定した。なお、ゲルろ過 HPLC の条

件は以下のとおりであった。 

カラム：TSKgel G3000SWXL 

移動相：50 mM リン酸バッファー（pH 7.0）、0.005% Brij 35、0.2 M KCl 

流速：0.5 mL/min 

検出波長：280 nm 

分子量マーカー：グルタミン酸デヒドロゲナーゼ（290 kDa）、乳酸デヒドロゲナ

ーゼ（142.0 kDa）、エノラーゼ（67 kDa）、ミオキナーゼ（32.0 kDa）、シトクロム 

c（12.4 kDa） 

4) 得られた β−アミリン合成酵素の分子量（実測値）と理論分子量（計算値）との比

較から β−アミリン合成酵素の高次構造を決定した。 
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Figure 3-10. β−アミリン合成酵素の分子量測定（ゲルろ過 HPLC） 

Figure 3-9の実測値について、x軸を保持時間、y軸を log（分子量）でプロットした。 

分子量マーカーから検量線（y = -0.2004 + 8.3546）を作成し、EtASの観測された保持時間（16.76 min）

を代入することで log（分子量）= 5.32 であることがわかった。そこから、分子量（実測値）= 94.8 kDa

を算出した。 

 

 

3-4-2. CD測定 
本実験は増川により実施された。 

 

CD測定について 

CD（Circular Dichroism）とは、円偏光二色性のことであり、内部構造がキラルな物質

が円偏光を吸収する際に左円偏光と右円偏光に対して吸光度に差が生じる現象のことで

ある。偏光とは電場および磁場が特定の方向にのみ振動する光のことである。CDスペク

トルはタンパク質のフォールディングや二次構造を示す。 

 

 

プロトコル 

1) 第 2章に従って酵素精製した。その際にWash buffer（10 mM Tris-HCl (pH 7.9)、80 

mM imidazole、250 mM NaCl、0.01% Brij 35）を 80 mL、Elute buffer（10 mM Tris-

HCl (pH 7.9)、250 mM imidazole、250 mM NaCl、0.01% Brij 35）を 3 mL用いた。 

2) 0.01% Brij 35を含む 50 mMリン酸カリウムバッファー（pH7.0）で透析した。 

3) タンパク濃度が 0.1 mg/mLになるように調製した。 

4) 5-40°Cの範囲で CDスペクトルを測定した。 
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結果 

Figure 3-11の CD スペクトルから、野生株 β−アミリン合成酵素の高次構造は 5〜30°C

の範囲では変化がなく、30°C を超えると構造が崩れることがわかった。そしてこの CD

スペクトルは SHC のそれと類似しており、更に異なる界面活性剤である β−OG でも同様

のスペクトルが得られた。本研究は β−アミリン合成酵素で CD スペクトルを報告した初

めての例となった。 

 

 
Figure 3-11. 野生株 β−アミリン合成酵素の CDスペクトル 
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3-5. 阻害剤を用いた酵素反応 
本研究では 3種の阻害剤（2,3-iminosqualene; iminoSQ、Ro 48-8071、U18666A）につい

て検討した。3 種の阻害剤の構造を Figure 3-12 に示した。 iminoSQ は基質 (3S)-2,3-

oxidosqualene をミミックした阻害剤である。Ro 48-8071 はヒト ラノステロール合成酵素

の X線結晶構造解析にも用いられたトリテルペン環化酵素阻害剤の代表である。11また、

U18666A も OSC 阻害剤として知られている。それぞれの阻害剤について IC50、Ki、阻害

様式を決定した。なお、iminoSQは市販品がなかったため、有機合成により調製した。 

 

 
Figure 3-12. 用いた阻害剤の構造  

iminoSQは基質 OXSQをミミックした阻害剤である。Ro48-8071はヒト OSCの X線結晶構造解析にも使

用されたトリテルペン環化酵素阻害剤の代表である。U18666A もトリテルペン環化酵素阻害剤として知

られている。 

 

 

3-5-1. 阻害剤とその阻害様式における概説 
可逆的阻害 

可逆的阻害様式とは、阻害剤が酵素と結合して反応を阻害しても、阻害剤が酵素から

離れることによってその酵素が活性を取り戻すことができる阻害様式である。つまり、

阻害剤が酵素と結合しているときは反応できないが、離れることによって反応を触媒す

ることができるのである。この中で、酵素のみと結合して阻害する様式を拮抗阻害、酵

素－基質複合体のみと結合して阻害する様式を不拮抗阻害という。そして、これら２つ

の様式を併せ持つ阻害様式には非拮抗阻害と混合型阻害がある。非拮抗阻害では基質と

阻害剤の酵素に対する結合は完全に独立しているが、混合型阻害ではこれらの結合が完

全に独立していない。Figure 3-13に簡略図を示した。これらの阻害様式は両逆数プロット

（Lineweaver-Burk plot）を用いることによって判別できる。  
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Figure 3-13. 酵素阻害剤のメカニズム 
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Lineweaver-Burk plotを用いた可逆的阻害様式の判別 

Lineweaver-Burk plot は x 軸に基質濃度の逆数、y 軸に反応速度の逆数をとったプロッ

トである。このプロットは拮抗阻害の場合において、Vmax が一定なので 1/Vmaxに収束し、

阻害剤濃度が増すごとに近似直線の傾きが増すという特徴を持つ。反拮抗阻害の場合、

阻害剤濃度が増しても近似直線の傾きが変化しないが、1/Vmax が増加するため平行する。

そして非拮抗阻害及び混合型阻害の場合は、阻害剤濃度が増すごとに 1/Vmax が増加し、

近似直線の傾きも増加するという特徴となる。非拮抗阻害の場合、x 軸上にて収束する。

このとき KS=Kiとなり、酵素は基質と阻害剤に対して同じ親和性を示す。これらの変動に

ついて Figure 3-14にまとめた。 

 

Figure 3-14. 可逆的阻害様式による Lineweaver-Burk-plotの変動 

（酵素キネティクス「中村隆雄 著」より引用）  

 

反拮抗阻害 拮抗阻害 非拮抗阻害 

混合型阻害 
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Dixon plotによる可逆的阻害の Kiの決定
77 

2 つ以上の基質濃度で、種々の濃度の阻害剤を酵素に作用させて速度論解析する。1/v

と阻害剤濃度でプロットし、その交点が-Kiとなる（Figure 3-15a）。不拮抗阻害の場合は

[S]/vと阻害剤濃度でプロットし、その交点が-Kiとなる（Figure 3-15b）。 

 

(a) 

 
(b) 

 
Figure 3-15. Dixon plotによる Kiの決定 

(a) x軸：阻害剤濃度、y軸：1/v 

(b) x軸：阻害剤濃度、y軸：[S]/v 

図は http://www.sc.fukuoka-u.ac.jp/~bc1/Biochem/EnzInh.htmより引用した。 
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3-5-2. iminoSQの合成 78-80 
 

 

 

Scheme 3-1. iminoSQの合成スキーム 

 

 

 

 

Scheme 3-2. Br/N3 17の合成の反応機構 

 

 

 

 

Scheme 3-3. Br/N3 17の LAH還元の反応機構 

アジドからアミンを生成する反応機構は解明されていないため、示さなかった。 
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Br/N3の合成 

 

 

Scheme 3-4. Br/N3の合成スキーム 

 

原料 

 スクアレン 16（M.W.=410） 1000 mg（2.44 mmol） 

試薬 

 N-bromosccinimide（M.W.=178） 608 mg（3.42 mmol；1.4等量） 

 Sodium azide（M.W.=65） 793 mg（12.2 mmol；5等量） 

反応操作 

1) 窒素気流下、0°Cでスクアレン 16を dimethoxyehane 20 mLに溶解させ、そこに脱

塩水 2.4 mLに溶解させた NaN3 793 mgを加え、10分撹拌した。 

2) NBS 608 mgを少しずつ加えた。 

3) 3時間後、TLCで反応を確認し、反応液を氷水中にあけた。 

4) 酢酸エチル 30 mLで 3回抽出した。 

5) 有機層を無水硫酸ナトリウムで脱水し、減圧濃縮した。 

 
Figure 3-16. Br/N3 17反応確認の TLC 

展開溶媒 ヘキサン：酢酸エチル＝100：１、発色試薬 ヨウ素 

レーン 1：原料スクアレン 16（Rf 値 = 0.68）、レーン 2：反応液（スポット A：スクアレン、スポット

B：Rf値 = 0.57、スポット C：Rf値 = 0.49） 

 

精製 SiO2カラムクロマトグラフィー（ヘキサンのみ）により精製した。 

収率 173.3 mg（13.3%）（スポット C）  

A 
B 
C 

1 2 
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Figure 3-16��$!" B� C����  
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),��&#'��
�0(	���;Figure 3-17< 

 

Figure 3-17. �$!" B� C� Direct LC-TOFMS6/ 
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LAH還元 

 

 

Scheme 3-5. Br/N3 17の LAH還元 

 

原料 

 化合物 17（M.W.=542） 36.9 mg（68.3 nmol） 

試薬 

 Lithium aluminium hydride（M.W.=38） 64.9 mg（1.71 mmol；25等量） 

反応操作 

1) 窒素気流下で化合物 17 36.9 mgを THF 20 mLに溶解し、50°Cで湯せんして撹拌し

た。 

2) LAH 64.9 mgを少しずつ加えた。 

3) 1.5 時間語、TLC で反応が進まなくなったことを確認し、酢酸エチル：28%アンモ

ニア水＝1：1（50 mL）を加えて一晩撹拌し、試薬を失活させた。 

4) ミリポアろ過で固体を取り除いた。 

5) ろ液を分液し、水層を酢酸エチル 20 mLで 3回抽出した。 

6) 有機層を無水硫酸ナトリウムで脱水し、減圧濃縮した。 
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(a)                                                (b) 

                        

Figure 3-18. LAHJ0CH� TLC 

(a) 8M=7� #��-PKL��*R100P1�(�EAF 

+.- 1P3:N26> 17QRf /=0.61O�+.- 2P49<N�$� AP���+-QRf /

=0.89��$� BPiminoSQ 18QRf/=0O 

(b) 8M=7� KL��*P28%�-'!�;R100P0.35�(�EAF 

+.- 1P3:N26> 17QRf /=0.98O�+.- 2P49<N�$� AP���+-QRf /

=0.98��$� BPiminoSQ 18QRf/=0.33O 

 

DG 

� SiO2 �)&�,% �)"�.N#��-PKL��*P28%�-'!�;R100P

20P0.42�KL��*��O��1@��IB HPLC ���$� B �DG�	

NFigure 3-19O����DG�	�$� B� NMR�Direct-LC/HRMS
 iminoSQ 18
�

����CH�	� 

5? 

� 21.8 mgN73.9%O 

 
Figure 3-19. iminoSQ 18�DGNIB HPLCO  
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3-5-2. 阻害剤を用いた酵素反応 
1) Table 3-4に示した組成について、酵素を除いた反応混合液を調製した。  

2) 30°C、3 minプレインキュベーションした。 

3) 酵素を添加して 20 minインキュベーションした。 

4) 100°C、3 minで酵素反応を停止させた。 

5) 内部標準としてスクアレン 30 µgを添加した。 

6) 1.2倍量（3 mL）の 15% KOH/MeOHでケン化した。 

7) 4 mLのヘキサンで 3回抽出した。 

8) SiO2ショートカラムクロマトグラフィーにより Triton X-100を除去した。 

9) GCで定量解析した。 

10) Excelの Solverにより Km、Vmax、kcatを算出した。 

 
Table 3-4. EtAS酵素反応条件 

 終濃度 
EtAS enzyme 2 µg 
(3S)-OXSQ 0-113 µM 

inhibitor 0-500 nM 
DTT 1 mM 

Potassium phosphate buffer (pH7.0) 0.1 M 
Triton X-100 0.05% (w/v) 

Total 2.5 mL 
 

 

3-5-3. 結果と考察 
各阻害剤の阻害定数を Table 3-5～3-7にまとめた。Ki値は Dixon plotから算出した。 

iminoSQ は基質 OXSQ をミミックした阻害剤であるにもかかわらず、その阻害実験例

は少なく、本研究が 3 例目の報告となった。そして、iminoSQ は従来の 2 例と比べて

EtAS 活性を強力に阻害し、30.9 nM の IC50値と 13.4 nM の Ki値を示した。Corey らは

iminoSQ によるブタ肝臓ラノステロール合成酵素の強力な阻害を最初に報告した。78 また、

Duriattiらは、iminoSQはエンドウの β－アミリン合成酵素（IC50：0.3 µM、Ki：0.2 µM）

やラット肝臓ラノステロール合成酵素（IC50：0.3 µM、Ki：0.4 µM）もまた阻害し、両酵

素は iminoSQにより非拮抗阻害を受けたと報告した。81これに対し、本研究では EtASは

iminoSQ により拮抗阻害を受け、Duriatti らの報告した阻害定数よりも非常に低い値を示

した。iminoSQの N原子は生理的 pHではプロトン化され、アジリジウムイオンとなって

おり、これはプロトン化されたオキシラン環をミミックしている。故に、阻害は非拮抗

阻害ではなく、拮抗阻害であるように思われる。 

Ro48-8071 もまた強力な阻害剤であった（IC50：10.7 nM、Ki：7.0 nM）。Ro48-8071 は

ウシ 82、ラット 81,83、ヒト 11,24,84由来のラノステロール合成酵素や SHC83,85に対しても強

力な阻害を示した。EtAS に対する IC50（10.7 nM）はラノステロール合成酵素や SHC に

対するそれと同様の値であった。Lineweaver-Burk plot では混合型阻害であると示唆され

た。Abeらにより報告された Lineweaver-Burk plotからは Ro48-8071はラット ラノステロ
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ール合成酵素に対しても混合型阻害を示したと考えられたが、論文では非拮抗阻害とし

て報告されていた 83。混合型阻害は活性部位以外にも結合サイトを有する阻害様式である。

しかしながら、Ro48-8071とヒト ラノステロール合成酵素との複合体について、蛍光滴定

実験から 1：1 の結合比率をもち 24、X－線結晶構造解析から活性部位に存在しているこ

とが示された。11これはつまり、Ro48-8071がヒト ラノステロール合成酵素に対して拮抗

阻害を示すことを意味している。そのため、EtAS においても Ro48-8071 は拮抗阻害を示

す可能性が考えられる。この速度論解析と X－線データとの間の不一致について、Ruf ら
24や Lenhart ら 85は、酵素活性において、ミセル中での基質や阻害剤の異なるアクセシビ

リティの結果として、キネティックに影響したのかもしれないと説明している。ヒト ラ

ノステロール合成酵素結晶構造解析から、Ro48-8071 は活性部位において次のように結合

していることが報告された 11。（1）D455 とアミンの N 原子との水素結合、（2）F696 と

H232 によるフルオロフェニル基の固定、（3）W192、W230 と F521 と末端ブロモフェニ

ル基との相互作用。これらの Asp、Trp や Phe 残基は EtAS、ウシ OSC、ラット OSC や

SHC 間でも高度に保存されている。これら高度に保存されている残基と Ro48-8071 の相

互作用のためにこの阻害剤が強力な阻害を示した可能性が考えられる。 

U18666Aはラット肝臓 OSCとエンドウの β－アミリン合成酵素で IC50の報告はあるが、

阻害様式の報告はなく、EtASはトリテルペン環化酵素として U18666Aにより受ける阻害

様式（非拮抗阻害）を決定した初めての例となった。非拮抗阻害は阻害剤が活性部位以

外に結合する阻害様式であるため、U18666Aは EtASの活性部位以外に結合し、酵素の高

次構造を変化させたために酵素活性を低下させたと考えられる。 

 

 

Figure 3-20. 3種の阻害剤の EtASに対する IC50値  
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Figure 3-21. 3種の阻害剤の EtASに対する阻害様式の決定（Lineweaver-Burk plot） 

iminoSQ：拮抗阻害、Ro48-8071：混合型非拮抗阻害、U18666A：非拮抗阻害とわかった。  
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Figure 3-22. 3種の阻害剤の Ki値の決定（Dixon plot） 

Dixon plotの交点の x座標が-Kiを示しているため、各阻害剤の Ki値は、iminoSQ：13.4±1.3 nM、Ro48-

8071：6.98±0.42 nM、U18666A：102±4.4 nMであることがわかった。  
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Table 3-5. iminoSQの種々のトリテルペン環化酵素に対する阻害定数 

 iminoSQ 

 IC50(nM) Ki(nM) Inhibitory type  
EtAS 30.9 13.4 ± 1.3 competitive  
pea  β-amyrin synthase 81 300  200  non-competitive  
bovine lanosterol synthase 82  NR NR NR 
rat lanosterol synthase 24,81  300 81  400 81  non-competitive  
human lanosterol synthase 11,24  NR NR NR 
squalene-hopene cyclase 83,85 NR NR NR 
iminoSQ は基質 OXSQ をミミックした阻害剤であるにもかかわらずその阻害実験例が少なかった。また、

これまでに報告されていたものは非拮抗阻害であったが、本研究では拮抗阻害を示した。 

 

Table 3-6.Ro48-8071の種々のトリテルペン環化酵素に対する阻害定数 

 Ro48-8071 

 IC50 (nM) Ki(nM) Inhibitory type  
EtAS 10.7 6.98 ± 0.42 mixed non-competitive 
pea  β-amyrin synthase 81 NR NR NR 
bovine lanosterol synthase 82 11 NR NR 

rat lanosterol synthase 24,81 40 24 22 24 non-competitive81 
mixed non-competitive 24 

human lanosterol synthase 11,24  
6.5 11 
(cf. 8.0 24 for 
recombinant)  

NR Competitive 24 

squalene-hopene cyclase 83,85  9.0 83 
61.0 85 

6.6 83 
NR 85 

non-competitive 83 
mixed non-competitive 24,85 

Ro48-8071 はトリテルペン環化酵素で幅広く阻害実験が行われてきた。トリテルペン環化酵素に対して

普遍的におおよそ 10 nM程度の IC50を示す非常に強い阻害剤である。 

 

Table 3-7.U18666Aの種々のトリテルペン環化酵素に対する阻害定数 

 U18666A 

 IC50 (nM) Ki (nM) Inhibitory type  
EtAS  142 102 ± 4.4 non-competitive 
pea  β-amyrin synthase 81 250  NR NR  
bovine lanosterol synthase 82 NR NR NR 
rat lanosterol synthase 24,81 8 00 81 NR NR 

human lanosterol synthase 11,24 NR NR 
 
NR 
 

squalene-hopene cyclase 83,85 NR NR NR 
U18666Aは阻害実験例が少なく、本研究で初めて阻害様式を決定することができた。 
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3-6. 環化開始部位への部位特異的変異導入 
 

3−6−1.  背景と目的 
OSCでの DCTAEモチーフや SHCでの DXDDモチーフはいずれも高度に保存されてい

る。当研究室では SHCでの DXDDモチーフを部位特異的変異導入した変異酵素の速度論

解析から、このモチーフが SHC の環化開始のプロトン付加を担うことを証明した 57。

OSC での DCTAE モチーフは SHC での DXDD モチーフに相当することから、OSC での

DCTAEモチーフも同様の機能があり、この中で Dがプロトン付加を担うことが推測され

てきた。そこで Corey らは酵母ラノステロール合成酵素においてこのモチーフの D を N

に置換して酵母の生存試験を行うことでこの推測を実証した 46が、これまでにこのモチ

ーフの部位特異的変異酵素を用いた速度論解析例はなかった。 

また、ヒト ラノステロール合成酵素 X線結晶構造解析に基づき、Thomaらは DCTAE

モチーフの D455の酸性度が C456と C533との水素結合により高められていることを提唱

した 11が、Cys残基の役割について速度論的な根拠はこれまでに報告されていなかった。 

そこで本研究ではこれらの残基の機能を確かめるために EtAS において 4 つの変異株

（D485N、D485E、C486A、C564A）を設計した。 
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3−6−2. 変異株の作製 
1) 変異を導入するためのプライマーを設計した。(Table 3-8) 

2) アルカリミニプレップ法にて pYES2-EtAS/CT を抽出し、RNase 処理、PEG 沈し、

精製した。 

3) Table 4-3 に示したプライマーを用いて QuikChange 法により部位特異的変異導入し

た。 

4) 電気泳動し、特異的増幅を確認した。 

5) PCR反応液に DpnI 1μL添加し、37°C、2 h インキュベートした。 

6) エレクトロポレーション法により E. coli DH5αに形質転換した。 

7) シングルコロニーからプラスミドをキットミニプレにより精製した。 

8) キャピラリーシーケンサーにて変異導入を確認した。 

9) 酢酸リチウム法により S. cerevisiae GIL77へプラスミドを形質転換した。 

 

Table 3-8. QuikChange用プライマー（下線：変異導入箇所） 

導入 
残基  Sequence 塩 基

数 

D485N 
Forward 5′-CATGGTTGGCAAGTTTCTAATTGCACTGCTGAAGG-3′ 

35 
Reverse 5′-CCTTCAGCAGTGCAATTAGAAACTTGCCAACCATG-3′ 

D485E 
Forward 5′-GGTTGGCAAGTTTCTGAGTGCACTGCTGAAGG-3′ 

32 
Reverse 5′-CCTTCAGCAGTGCACTCAGAAACTTGCCAACC-3′ 

C486A 
Forward 5′-GATCATGGTTGGCAAGTTTCTGATGCCACTGCTGAAGG-3′ 

38 
Reverse 5′-CCTTCAGCAGTGGCATCAGAAACTTGCCAACCATGATC-3′ 

C564A 
Forward 5′-GAACATGAATATGTAGAGGCCACAGCATCTGCAATCCATG-3′ 

40 
Reverse 5′-CATGGATTGCAGATGCTGTGGCCTCTACATATTCATGTTC-3′ 

 

Table 3-9. 設計した変異株 

 
野生株の構造 置換後の残基 置換後の残基の構造 機能 

D485 

 Asn 

 

中性にする 

Glu 

 

鎖長を長くする 

C486 
 

Ala 

 

 SH基を除去 
C564 
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3−6−3. 変異株 EtASを用いた in vitroでの酵素反応 
 

1) 第 2章 2-10-1に従って酵素精製した。 

2) Table 3-10に示した組成について、酵素を除いた反応混合液を調製した。  

3) 30°C、3 minプレインキュベーションした。 

4) 酵素を添加して 20 minインキュベーションした。 

5) 100°C、3 minで酵素反応を停止させた。 

6) 内部標準としてスクアレン 30 µgを添加した。 

7) 1.2倍量（3 mL）の 15% KOH/MeOHでケン化した。 

8) 4 mLのヘキサンで 3回抽出した。 

9) SiO2ショートカラムクロマトグラフィーにより Triton X-100を除去した。 

10) GCで定量解析した。 

11) Excelの Solverにより Km、Vmax、kcatを算出した。 

 
Table 3-10. EtAS酵素反応条件 

 終濃度 
Site-directed mutated EtAS enzyme 2 µg 

(3S)-OXSQ 0-120 µg (0-113 µM) 
DTT 1 mM 

Potassium phosphate buffer (pH7.0) 0.1 M 
Triton X-100 0.05% (w/v) 

Total 2.5 mL 
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3−6−4.  変異株 EtASの野生株 EtASに対する酵母 in vivoでの相対活性 
 

【培養】 

1) pYES2-EtAS/CT（野生株および変異株）プラスミドを導入した酵母 GIL77株を培養、

誘導した（100 mL系）。 

2) 集菌後、ペレットを超純水 6〜7 mLに懸濁し、大試験管で凍結させた。 

3) 凍結乾燥により完全に水分を飛ばした。 

4) 菌体重量を測定し、ウェスタンブロッティング用に 0.05 g、プロダクト定量用に 0.2 

gの菌体を量り取った。 

 

【ウェスタンブロッティング】 

1) ウェスタンブロッティング用菌体 0.05 gに超純水 1 mL、ガラスビーズ 1 gを加えた。 

2) ボルテックス（30 sec x 12）により菌体を破砕した。 

3) 破砕液 50 µLと SDS-PAGEサンプルバッファー 50 µLを混合した。 

4) 90°C、15 minで処理し、SDS-PAGEサンプルとした。 

5) 検量線用として野生株精製酵素を濃度調製し、同時に SDS-PAGEサンプルを作製し

た。 

6) SDS-PAGE（ミニゲル、7.5%ポリアクリルアミドゲル）を行った。 

7) ウェスタンブロッティングを行った。 

8) FUJIFILM LAS3000で撮影した。 

9) Multi Gaugeで解析した。 

 

【プロダクト定量】 

1) 菌体 0.2 gに対して内部標準 GGOH 100 µgを加えた。 

2) 15% KOH/MeOH 100 mLを加え、ケン化した。 

3) 菌体をろ過し、ろ液を等量（100 mL）のヘキサンで 3回抽出した。 

4) 抽出物を減圧濃縮し、1 mLの蒸留ヘキサンに溶かした。 

5) GCで解析した（Injection量は 1-3 µL）。 

 

【相対活性の算出】 

以下の式の通りにして野生株に対する変異株の相対活性を算出した。 
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3−6−5.  CD測定 
【目的】 

変異株の活性の変化が酵素高次構造の崩れによるかどうかを調べるため。 

 

【方法】 
1) 第 2章に従って酵素精製した。その際にWash buffer（10 mM Tris-HCl (pH 7.9)、

80 mM imidazole、250 mM NaCl、0.01% Brij 35）を 80 mL、Elute buffer（10 mM 
Tris-HCl (pH 7.9)、250 mM imidazole、250 mM NaCl、0.01% Brij 35）を 3 mL用
いた。 

2) 0.01% Brij 35を含む 50 mMリン酸カリウムバッファー（pH 7.0）で透析した。 
3) タンパク濃度が 0.1 mg/mLになるように調製した。 
4) 5-40°Cの範囲で CDスペクトルを測定した。 

 

 

3−6−6. 結果と考察 
 

【in vitroでの酵素反応について】 

Figure 3-23 より、変異株 EtAS の至適反応温度はわずかに低下したが野生株のそれ

（30°C）とほとんど同じであった。D485N と D485E の活性は全ての温度で観測されなか

った。C486A は野生株 EtAS に対して 50%程度の活性は保持された一方、C564 のそれは

ほとんど検出されなかった。各変異株の速度論定数を Table 3-11に示した。D485N変異株

の活性が消失したことから、環化開始のためのプロトンドナーとして酸性カルボン酸残

基である Aspが機能することが示唆された。しかし、酸性残基である D485E（Glu変異株）

もまた活性を示さなかった。このことは、Aspよりも CH2分長い側鎖が影響し、カルボキ

シル基がエポキシ環にうまく接続できなかったためと考えられる。故に、D485 はその酸

性に加え、長さも重要であることが示唆された。 

C564と C486とを比較すると、C564の方が D485とより強く水素結合していることが

示唆された。それは、C564A の活性（野生株の 1.6%）が C486A（～50%）に比べて著し

く低下したためである。また、いずれの変異株の CDスペクトルも野生株のそれとほぼ同

様の結果を示したことから、変異株の高次構造には変化がなく、酵素活性の低下は部位

特異的変異導入によるものであることが示唆された（Figure 3-26）。 

 

【in vivoでの相対活性について】 

OSC 変異株はしばしば活性の低下や消失が見られた。そこで、in vivo で部位特異的変

異株の機能を調べるためにウェスタンブロッティングにより酵素発現量を定量し、プロ

ダクト生産量との相関関係から酵素活性を見積もる手法を確立した。Figure 3-27には各変

異株の酵素発現量を、Figure 3-28 には酵母 in vivo での野生株に対する変異株の相対活性

を示した。Figure 3-28から、酵母 in vivoにおいても D485Nと D485Eの活性は観測されな
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かった。C486Aは野生株に対しておよそ 58%の活性が見られ、C564Aのそれは 2.5%のみ

であった。これらの結果は in vivo実験が in vitro実験の結果と一致する。つまりこのこと

は、in vitro で非常に活性が弱く、Kmや kcatの測定が困難な変異株や発現量が低く活性測

定が困難な変異株について、in vivo実験により活性測定を代替できることを意味している。 

 

（a） 

 
（b） 

 
Figure 3-23. D485N、D485E、C486A、C564Aの野生株 EtASに対する相対活性と至適反応

温度（a）全体図、（b）y軸 0～2%の範囲の拡大図 

反応温度 5～40°C（5°C間隔）で測定した。野生株の 30°Cでの活性（352 nmol/min/mg）を 100%として

各温度での活性を相対値で表した。D485N、E 変異株ではどの温度でも活性が示されなかった。C486A、

C564Aは至適反応温度が 25～30°Cと判断し、以降の酵素反応は野生株の至適反応温度である 30°Cで行

った。 
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Figure 3-24. C486AのMichaelis-Menten plot 

基質濃度は 0、9.4、19、38、56、85、99、113µMで測定した。 

 

 

 

Figure 3-25. C564AのMichaelis-Menten plot 

質濃度は 0、9.4、19、38、56、85、99、113µMで測定した。 
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Table 3-11. D485N、D485E、C486A、C564Aの速度論解析 

 
KM 

(µM) 
kcat 

(min-1) 
kcat/KM 

(µM-1 min-1) 
Specific activity 
(nmol min-1mg-1) 

Relative activity (%)  
to the specific activity 

Wild 33.8 ± 0.53 46.4 ± 0.68 1.37 ± 0.21 352 ± 11.8 100 

D485N ND ND ND ND 0 

D485E ND ND ND ND 0 

C486A 34.8 ± 3.4 20.4 ± 1.0 0.59 ± 0.03 163 ± 5.7 46 

C564A 51.1 ± 4.1 0.77 ± 3.6 x 
10-3 

0.015 ± 6.9 x 
10-5 5.79 ± 0.085 1.6 

 

 

 

Figure 3-26. 野生株と変異株 β－アミリン合成酵素の CDスペクトル（測定温度 30°C） 

野生株と変異株の 30°Cでの CDスペクトルをプロットし、変異導入によるタンパクの構造に崩れがない

ことを確認した。 
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Figure 3-27. 野生株と 4種の変異株 β－アミリン合成酵素の酵素発現量 

1 L培養酵母内で発現された EtASタンパク量（mg）をウェスタンブロッティングにより定量した。 

 

 

 
Figure 3-28. 酵母 in vivoでの野生株に対する変異株の相対活性 

野生株 EtASの活性を 100%として、変異株の活性を相対値で表した。 
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4-1. 背景と目的 
1 次代謝系 OSC であるラノステロールやシクロアルテノール合成酵素に比べ、2 次代

謝系 OSCである β−アミリンやルペオール合成酵素では変異導入実験例が非常に少なく、

これまでに部位特異的変異導入実験の報告は P. ginseng 由来 β−アミリン合成酵素（PNY1）

の W259と Y261での 1報のみであった 34。しかしながら、これらの変異株の酵素活性に

関する知見は報告されておらず、この他の β−アミリン合成酵素で高度に保存されている

残基についての機能解析は報告されていなかった。第 3章で報告したように、本博士論文

研究において酵母 GIL77株を宿主とした EtAS発現系の構築に成功し、部位特異的変異株

の野生株に対する相対活性測定法を確立した。 

そこで、テルペン環化酵素において重要とされるカチオン−π 相互作用が OSC でも働

くのかを調べるために F728残基をターゲットとした。F728残基は SHC F601や酵母ラノ

ステロール合成酵素（ScLAS）F699 に相当する。これらの残基への変異導入実験により

これらの残基がカチオン−π相互作用を担うことが示唆されてきた。43,68 

本章では、F728 残基への部位特異的変異導入から以下の実験を通して F728 残基の機

能を推定した。各変異株の（１）プロダクトプロファイルの決定、（２）野生株に対する

相対活性測定、（３）CD測定。 
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4-2. マルチプルアラインメント 
NCBI protein search により 8 種のトリテルペン環化酵素アミノ酸配列を入手し、CLC 

sequence viewer（http://www.clcbio.co.jp/）マルチプルアラインメントを作成し、GeneDoc

（http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/）により図を作成した（Figure 4-1）。 

Figure 4-1から、高度に Fが保存されていることがわかった。 

 
Figure 4-1. F728残基付近のマルチプルアラインメント 

EtAS:  β-amyrin synthase from E. tirucalli (BAE43642) 

PNY1:  β-amyrin synthase from P. ginseng (BAA33461) 

PSY:  β-amyrin synthase from P. sativum (BAA97558) 

OEW: lupeol synthase from O. europaea (BAA86930) 

TRW: lupeol synthase from T. officinale (BAA86932) 

AtCAS1: cycloartenol synthase from A. thaliana (At2g07050) 

ScLAS: lanosterol synthase from S. cerevisiae (AAB68891) 

SHC: squalene-hopene cyclase from A. acidocaldarius (ACV59449) 

 

  

 

 * 
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4-3. ホモロジーモデリング 
以下のようにしてホモロジーモデリングを作成した。EtAS アミノ酸配列をモデリング

サーバ CPHModels（http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/）でホモロジーモデリングを

作成し、 EtAS ホモロジーモデリングとヒト OSC の X 線結晶構造を PyMOL

（http://www.pymol.org）で重ねあわせて表示した。 

 
Figure 4-2. EtASホモロジーモデル 

緑：膜結合部位、赤：Outer helix、橙色：Inner helix。 

中心部にある緑色の化合物はラノステールを示し、基質のおおよその位置を表す。 

 
Figure 4-3. F728残基と Y259残基の拡大図 

緑色分子はラノステロール分子を表し、基質のおおよその位置を示している。F728 残基は D/E 環の近

傍に位置していることが示唆された。Y259残基はチョウセンニンジン β－アミリン合成酵素 PNY Y261

への変異導入から 5環性ルパニルカチオンの安定化に関与していると報告された残基である。34  

F728 

Y259 
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4-4. SHC F601残基 20,43,68 
SHC F601 残基は、C-14、C-18 付近に位置すると考えられる。当研究室において、

Alicyclobacillus acidocaldarius 由来の SHCF601 残基へ部位特異的変異導入実験が行われた。 

 

 

 
Figure 4-4. SHCの活性部位キャビティーに存在する重要なアミノ酸残基とその機能 22 

（T. Hoshino and T. Sato, Chem. Commun., 2002, 291-301より引用） 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-5. SHC F601A変異酵素からの生成物 22 

SHC F601Aからは 2つの 3環性プロダクトと 1つの 4環性プロダクトが見出された。 

  

H H H
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F601A変異酵素から wild-type SHCでは見られない 3環性、4環性のプロダクトが見出

された。プロダクトの構造から、F601 残基は、C 環、D 環の近傍に存在することが示唆

された。また、C22-OH アナログを用いた実験から、野生株 SHC がアンチマルコフニコ

フ則（19→23 の経路）ではなくマルコフニコフ則（19→21 の経路）に則って反応が進行

することが明らかにされた（Scheme 4-1）。68これにより、F601A で 6/6/5-3 環性産物や

6/6/6/5-4 環性産物が生産されたのは残基が環拡張により生じる熱力学的に不安定な 6/6/6-

3環性 2級カチオンや 6/6/6/6-4環性 2級カチオンを安定化できなかったためと考えられ、

F601 残基がこれらの 2 級カチオンをカチオン－π相互作用により安定化していることが

示された。20,43 

 

 
Scheme 4-1. C22-OHアナログと SHCとの反応機構 68 

（T. Hoshino et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 1999, 63, 2038-2041より引用） 

C22-OHアナログ 19はマルコフニコフ則に従って 19→20→21の経路をたどり、アンチマルコフニコフ則

の経路 19→22→23の経路は見られなかった。 
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4-5. S. cerevisiaeラノステロール合成酵素 F699残基 69,70 
 

F728 残基は、S. cerevisiae 由来のラノステロール合成酵素（ScLAS）においては、F699

に相当する。台湾交通大学 Wu氏らによって ScLAS F699残基への変異導入実験が行われ

た。作成された 7種の変異体のうち、F699L、I、Pでは wild-typeと同様にラノステロール

のみを産生した。その他の F699N、H、T、M ではラノステロール以外の新規のプロダク

トを産生した。新規のプロダクトの中には、B 環が chair-boat-chair（C-B-C）型ではなく

C-C-C 型に折りたたまれたプロダクトも同定された。ScLAS F699 各変異株の生産する環

状トリテルペンとそのプロダクトプロファイルを Figure 4-6および Table 4-2にそれぞれ示

した。これらの結果から、F699 残基は、プロトステリル C-20 カチオンから 17 位の水素

が転移したプロトステリル C-17 カチオンの安定化の役割、他の残基と共同して基質の取

り込みの際の C-B-C 型への折りたたみの制御、17 位の炭素の配向の制御を果たしている、

と考察された。 

 
 

 
Figure 4-6. ScLAS F699変異株により産生された環状トリテルペン 69 

（T-K. Wu et al., Org. Lett., 2010, 12, 500-503より引用） 

ScLAS F699変異株からは通常の環化経路（chair-boat-chair型）で進み、反応終結の脱プロトンの位置

が異なる 4つの 4環性プロダクトと 2つの 3環性プロダクト、そして異常な環化機構（chair-chair-chair

型）から 3環性プロダクト 4が形成された。 
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Table 4-2. ScLAS F699変異株のプロダクトプロファイル 69 
 3 24 25 26 27 28 29 

wild-type 100 - - - - - - 

F699L 100 - - - - - - 

F699I 100 - - - - - - 
F699N - 55 5 24 16 - - 

F699H 13 70 - - 17 - - 

F699T <0.2 >99.8 - - - - - 
F699M 1 46 7 1 10 17 18 

F699P 100 - - - - - - 

F699N、M変異株から異常な環化機構（chair-chair-chair型）のプロダクト 25が見出された。 

 

 

 

 
Figure  4−7.  ScLASのホモロジーモデリング 69 

（T-K. Wu et al., Org. Lett., 2010, 12, 500-503より引用） 

白色残基：野生株 ScLASホモロジーモデリング、青色残基：F699M変異株ホモロジーモデリング、緑色

化合物：ラノステロール分子。異常な環化機構（chair-chair-chair型）を有していた F699Mのホモロジー

モデリングを野生株のホモロジーモデリングと比較した。PheをMetに置換することで周辺の残基の配

向に影響が出たことが示唆された。B環を boat型にする役割があると予想された Y99 11の配向が特に変

化していたため、B環が chair型のプロダクト 25が形成されたと考察された。  
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4-6. 変異株の作製 
本実験は当研究室 増川、橋本が担当した。 

 

1) 変異を導入するためのプライマーを設計した。(Table 4-3) 

2) アルカリミニプレップ法にて pYES2-EtAS/CT を抽出し、RNase 処理、PEG 沈し、

精製した。 

3) Table 4-3 に示したプライマーを用いて QuikChange 法により部位特異的変異導入し

た。 

4) 電気泳動し、特異的増幅を確認した。 

5) PCR反応液に DpnⅠ 1μL添加し、37°C、2 hr インキュベートした。 

6) エレクトロポレーション法により E. coli DH5αに形質転換した。 

7) シングルコロニーからプラスミドをキットミニプレにより精製した。 

8) キャピラリーシーケンサーにて変異導入を確認した。 

9) 酢酸リチウム法により S. cerevisiae GIL77へプラスミドを形質転換した。 

 

Table  4−3.  QuikChange用プライマー（下線：変異導入箇所） 
導入 
残基  Sequence 塩基数 

A 
Forward 5’-GATAACGGGTGTGGCCATGAAGAATTGCATG-3’ 

31 
Reverse 5’-CATGCAATTCTTCATGGCCACACCCGTTATC-3’ 

H 
Forward 5’-CAGCAGGAGATAACGGGTGTGCACATGAAG-3’ 

30 
Reverse 5’-CTTCATGTGCACACCCGTTATCTCCTGCTG-3’ 

I Forward 5’-GCAGGAGATAACGGGTGTGATCATGAAGAATTGCATG-3’ 
37 

Reverse 5’-CATGCAATTCTTCATGATCACACCCGTTATCTCCTGC-3’ 

M 
Forward 5’-CAGCAGGAGATAACGGGTGTGATGATGAAGAATTGCATG-3’ 

39 
Reverse 5’-CATGCAATTCTTCATCATCACACCCGTTATCTCCTGCTG-3’ 

W 
Forward 5’-GATAACGGGTGTGTGGATGAAGAATTGCATG-3’ 

31 
Reverse 5’-CATGCAATTCTTCATCCACACACCCGTTATC-3’ 

Y 
Forward 5’-CAGCAGGAGATAACGGGTGTGTATATGAAG-3’ 

30 
Reverse 5’-CTTCATATACACACCCGTTATCTCCTGCTG-3’ 
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Table 4-4. 設計した変異株 

  構造 
カチオン－π 

結合エネルギー87 
(kcal/mol) 

側鎖の 
ファンデルワールス体積 94 

(nm3) 

wild-type 
(Phe；F) 

 

27.1 0.55298 

     
芳香族残基（カチオン－π相互作用の有無を調べるため） 

Tyr（Y） 
 

26.9 0.6115 

Trp（W） 

 

32.6 0.79351 

His（H） 
 

21.0  0.37694 

     
脂肪族残基（バルクサイズの重要性を調べるため） 
Ala（A） 

  0.05702 

Val（V） 
 

 0.25674 

Leu（L） 
 

 0.37876 

Ile（I） 
 

 0.37671 

Met（M） 
 

 0.38872 
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4-7. プロダクトプロファイル 
1) 各変異株をシード培養・本培養・誘導・後培養（100 mL系）した。 

2) 集菌後、15% KOH/MeOHにてケン化し、ヘキサンで脂質成分を抽出した。 

3) 抽出物をエバポレーターにより乾固させた。 

4) 抽出物をヘキサン 1 mLに溶解し、以下の昇温条件にて GC及び GC/MSにて解析し

たなお、インジェクション量は 0.5 µLであった（Figure 4-8）。 

GC column: J&W, DB-1, capillary (Length 30 m, I.D. 0.32 mm, Film Thickness 0.25 µm) 

Injection temp.: 300°C 

Column temp.: 190-250°C (10°C/min), 250-260°C (0.35°C/min) 

 

5) F728H、Wの大量培養により F728変異株産物を同定した。以下に F728W産物の単

離手順を示した。 

 
 

【F728W産物の単離手順】 
1) pYES2/CT-EtAS（F728W）プラスミドを導入した酵母 GIL77株を 50 L大量培養した。 

2) 培養後、菌体を遠心分離（9,000 rpm, 5 min, 4°C）し、集菌した。 

3) ペレットを 1 Lの 15% KOH/MeOHでケン化（煮沸後 3 h）した。 

4) 菌体をブフナー漏斗で濾過し、MeOH 層を等量（1 L）のヘキサンで 3 回抽出した

（合計 3 L）。 

5) 上記 3）、4）の操作を 3回繰り返し、合計 3 Lの 15% KOH/MeOHと 9 Lのヘキサン

を使用した。 

6) 脂質成分をエバポレーターで濃縮した（1089.2 mg） 

7) SiO2カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝100：5）により 6 つのフ

ラクションに分画した（Figure 4-10；プロダクトは Fr. 2に含まれていた）。 

8) プロダクトを含むフラクション（Fr. 2）をアセチル化（Ac2O/py）し、更に SiO2カ

ラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝100：0.4）により 2 つのフラク

ション（Aと B）に分画した（Figure 4-11；プロダクトは Fr. Aに含まれていた）。 

9) 順相 HPLC によりプロダクト 12、34、35、37、38 を単離した（Figure 4-12〜4-17）。 

 

Figure 4-9に上記単離手順のフローチャートを記載した。 
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Figure 4-8. ���������F728����� GC�	�
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Figure 4-9. F728W産物の単離手順  
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Figure 4-10. SiO2カラムクロマトグラフィー1回目の TLC結果 

展開溶媒 ヘキサン：酢酸エチル＝100：20 

発色試薬 ヨウ素 

左から、F728W酵母ヘキサン抽出物（std）、Fr. 1、Fr. 2、Fr. 3、Fr. 4、Fr. 5、Fr. 6 

 

 

 
Figure 4-11. SiO2カラムクロマトグラフィー2回目の TLC結果 

展開溶媒 ヘキサン：酢酸エチル＝100：20 

発色試薬 ヨウ素 

左から、F728W酵母ヘキサン抽出物（std）、Fr. A、Fr. B 
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Figure 4-12. 順相 HPLC 1回目結果 

カラム Inertsil® Sil-100A (7.6 x 250 mm) 

移動相 ヘキサン：THF＝100：0.05 

流速 4 mL/min 

検出波長 210 nm 
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Figure 4-13. 順相 HPLC 1回目（Figure 4-12）でのプロダクトの分布（GC/MS） 

上段から順に、HPLCに通す前のプロダクトミクスチャー（Control）、Figure 4-12の HPLCで分画した Fr. 

1～9の GC/MS結果となっている。 

Fr. 1～9にはそれぞれ以下のプロダクトが主に含まれていた。 

Fr. 1：34＋11＋36、Fr. 2：2＋35、Fr. 3：超微量プロダクト、Fr. 4：37＋38、Fr. 5：5、Fr. 6：超微量プロ

ダクト、Fr. 7：10＋15、Fr. 8：15、Fr. 9：14＋12 
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Figure 4-14. HPLC 1�� Fr. 1�� Prd. 34�36��� 

 

 

 
Figure 4-15. HPLC 1�� Fr. 2�� Prd. 2�35��� 

 

 

 

Figure 4-16. HPLC 1�� Fr. 4�� Prd. 37�38��� 

 

 

 
Figure 4-17. HPLC 1�� Fr. 9�� Prd. 12�14��� 
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【結果と考察】 

各変異株の GCプロファイルを Figure 4-8に示した。F728Hと W変異株で多様な環化

産物が見られたため、これらの変異株の大量培養（50 L）により各プロダクトを単離、構

造決定した。プロダクト 12 と 14 はチョウセンニンジン由来 β－アミリン合成酵素

（PNY1）の Y261H から単離された化合物と同一であった 34。プロダクト 2、5、10、12、

15、33、37 は詳細な NMR 解析によりその構造を決定した。プロダクト 10、14、15、36

はイネ由来 OsOSC6で単離した化合物と一致した。 

Scheme 4-2 に F728 変異株産物 2、5、10－12、14、15、33－39 の生合成機構を示した。

OXSQ 1 が chair-chair-chair 型に折りたたまれて環化が開始されることでマラバリカニル

カチオン 30 が生成され、引き続く Me-27 の脱プロトンによりプロダクト 33 が形成され

た。カチオン 30が 2つの経路により更に環化することで 17－エピ－ダンマレニルカチオ

ン 6’とダンマレニルカチオン 6 が形成された。6’は異常な chair-chair-chair-chair型コンフ

ォメーションをとることで、6 は通常の chai-chair-chair-boat 型のコンフォメーションをと

ることでそれぞれ生じた。2 つのカチオン 6’と 6 からハイドライドとメチル基が 1,2－転

位（H-17α,β→C-20、H-13β→C-17、Me-30α→C-13、Me-18β→C-14）し、引い続く H-7 の

脱離により 15と 10がそれぞれ形成された。15と 10は野生株 EtASでも微量に生産され

た。6/6/6/5-4環性カチオン 6が環拡張することで 6/6/6/6-4環性バッカレニルカチオン 7が

生じた。更なる環化により 6/6/6/6/5-5環性ルパニルカチオン 8が与えられ、アンチペリプ

ラナー様式での 3 回の 1,2－ハイドライドシフト（H-19β→C-20、H-18α→C-19、H-

13β→C-18）と H-12の脱離により 34が生成された。カチオン 8の Me-29からの脱プロト

ンによりルペオール 5が形成された。カチオン 8の更なる環拡張により E環に 6員環をも

つ 6/6/6/6/6-5環性オレアニルカチオン 7が生じた。H-18の脱離により 11が与えられた。

アンチペリプラナー様式での 2回の 1,2－ハイドライドシフト（H-18α→C-19、H-13β→C-

18）と引き続く H-12αの脱離により β－アミリン 2が生じた。EtASの 728部位を Pheか

ら Hisあるいは Trpに置換したことで、タラクサステリル 31、ウルサニルカチオン 32を

生じる異常環化経路が見られた。この経路は脂肪族残基や Tyr への置換や野生株（Phe）

では見られなかった。カチオン 9の Me-29α（末端(Z)-Me）が C-19に転位することでカチ

オン 31 が得られ、アンチペリプラナー様式での更なるハイドライドシフト（H19β→C-20、

H-18α→C-19、H-13β→C-18）を経てカチオン 32が生じた。H-21と Me-30の脱プロトンに

より 37と 38がそれぞれ形成された。カチオン 32におけるメチルシフト（Me-27α→C-13）

と H-15の脱離によりプロダクト 35が与えられた。カチオン 32から H-12の脱プロトンに

より 36が生じた。 

Table 4-4に F728変異株のプロダクト生成比率を示した。F728H変異株では β－アミリ

ン 2 の生産が著しく減少した（3%）一方、同じオレアナン骨格であり脱プロトンの位置

が異なるゲルマニコール 11 を多く生産した。その他、ルパン骨格であるルペオール 5

（15%）やタラクサステリルカチオン由来の 31（8%）や 4 環性産物や 3環性産物を生産
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した。H変異株でゲルマニコールが多く生産されたのは、Hのイミダゾール環がオレアニ

ルカチオンから直接プロトンを引き抜く塩基として働いたためと考えられる。 

F728W 変異株では 12 の環化産物（2、10－12、14、34－38）が検出された。プロダク

ト 35 は詳細な NMR 解析からイソウルセノールであることがわかった。イソウルセノー

ルはオリーブ属植物 Olearia paniculata から見出されていた 86が、天然でも報告例が少な

い非常に珍しい化合物であり、変異株 OSC 産物として見出した例は本研究が初めての例

となった。また、ウルサニルカチオン 32由来のプロダクトは W変異株のみから見られた。

これは、Wの π電子リッチな側鎖がウルサニルカチオン 32を安定化したために生じたと

考えられる。なぜなら、芳香族残基のカチオン－π 結合エネルギーは W>Y≒F＞H87のよ

うに、W残基はカチオンを安定化する能力が最も高いためである。 
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Scheme 4-2. F728変異株産物の推定生合成経路 

以下に化合物名を示した。 33: (17E)-(13βH)-malabarica-14(27),17,21-trien-3β-ol、34: lup-12-en-3β-ol、14: 

dammara-20(21),24-dien-3β-ol、11: germanicol、10: butyrospermol、12: (20E)-dammara-20(22),24-dien-3β-ol、

35: isoursenol、36:  α-amyrin、5: lupeol (lup-20(29)-3β-ol)、15: tirucalla-7,24-dien-3β-ol, 37:  ψ-taraxasterol (urs-

20(21)-en-3β-ol), 38: taraxasterol (urs-20(30)-en-3β-ol), 39: (17E)-dammara-17(20),24-dien-3β-ol (新規化合物) 
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Table 4-4. F728変異株のプロダクトプロファイル 

 
Tricycle from 

cation 30 Tetracycle from cation 6 Pentacycle from cation 8 
(lupanyl cation) 

Pentacycle from cation 9 
(oleanyl cation) 

Pentacycle from cation 31 and 32 
(taraxasteryl and ursanyl cations)  

Product 
Number 33 14 10 12 15 39 Total % of 

cation 6 34 5 Total % of 
cation 8 2 11 Total % of 

cation 9 35 36 37 38 
Total % of 

cation 31 and 
32 

Unidentified 
products % 

Wild-type - - 1.8 - 1.6 - 3.4 - - - 96.6 - 96.6 - - - - - 0 

F728A - - 5.3 - 34.0* - 39.3* - 5.6 5.6 52.0 - 52.0 - - - - - 3.1 

F728I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

F728M - - 4.7 - 11.3 - 16.0 - - - 72.9 7.4 80.3 - - - - - 3.7 

F728H 5.6 - 1.8 3.4 6.1 6.0* 17.3 - 15.1* 15.1 3.2 50.9* 54.1 - - 7.9* - 7.9 0 

F728Y - - 1.1 - 3.3 - 4.4 - - - 95.6 - 95.6 - - - - - 0 

F728W - 9.8 11.9 1.9 4.0 - 27.3* 6.7 9.1 15.8 17.2 3.3 20.5 13.2* 18.0* 3.8 1.1 36.1 0.3 

*The underlined and bold numerical values highlight the functional features of each of the mutants.   
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4-8. 野生株に対する変異株の相対活性 
 
F728残基がカチオン−π相互作用を担うか否かを推定するためには酵素活性を比較する

必要がある。そのため、当研究室 増川により F728変異株の精製酵素を用いた酵素反応が

行われた。しかしながら、変異株では精製酵素の活性が極端に弱く、正確に Kmや kcatを

決定することができなかった（Figure 4-18）。そこで、F728 残基の機能をより正確に推定

するために酵母 in vivo での野生株に対する変異株の相対活性を算出した。その際、酵素

発現量はウェスタンブロッティングにより、生成物量を GCによりそれぞれ定量した。 

 
【in vitro酵素反応】（増川 2013、修士論文） 

1. Table 4-5について、酵素を除いた反応混合液を調製した。  

2. 20°C、3 minプレインキュベーションした。 

3. 酵素を添加して 20 minインキュベーションした。 

4. 100°C、3 minで酵素反応を停止させた。 

5. 内部標準としてスクアレン 25 µgを添加した。 

6. 1.2倍量（3 mL）の 15% KOH/MeOHでケン化した。 

7. 4 mLのヘキサンで 3回抽出した。 

8. SiO2ショートカラムクロマトグラフィーにより界面活性剤を除去した。 

9. GCで定量し、比活性を求めた。 

 
Table 4-5. F728変異株の in vitro酵素反応組成 

 終濃度 
EtAS F728X Wild 

2 μg 
H,W 

100μg 
M 

70 μg 
Y 

15μg 
(3S)-OXSQ 75 µg 

DTT 1 mM 
BSA 1 mg/mL 

TritonX-100 0.05% 
KPB 0.1 M (pH 7.0) 
Total 2500  μL 
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Figure 4-18. F728H、M、W、Y精製酵素の野生株精製酵素に対する相対活性（in vitro） 

野生株 EtASの比活性 162.8 nmol/min/mgを 100%とした時の各変異株の活性を相対値で表した。 
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【培養】 

1) pYES2-EtAS/CT（野生株および F728 変異株）プラスミドを導入した酵母 GIL77 株

を培養、誘導した（100 mL系）。 

2) 集菌後、ペレットを超純水 6〜7 mLに懸濁し、大試験管で凍結させた。 

3) 凍結乾燥により完全に水分を飛ばした。 

4) 菌体重量を測定し、ウェスタンブロッティング用に 0.05 g、プロダクト定量用に 0.2 

gの菌体を量り取った。 

 

 

【ウェスタンブロッティング】 

1) ウェスタンブロッティング用菌体 0.05 gに超純水 1 mL、ガラスビーズ 1 gを加えた。 

2) ボルテックス（30 sec x 12）により菌体を破砕した。 

3) 破砕液 50 µLと SDS-PAGEサンプルバッファー 50 µLを混合した。 

4) 90°C、15 minで処理し、SDS-PAGEサンプルとした。 

5) 検量線用として野生株精製酵素を濃度調製し、同時に SDS-PAGEサンプルを作製し

た。 

6) SDS-PAGE（ミニゲル、7.5%ポリアクリルアミドゲル）を行った。 

7) ウェスタンブロッティングを行った。 

8) FUJIFILM LAS3000で撮影した。 

9) Multi Gaugeで解析した。 

 

 

【プロダクト定量】 

1) 菌体 0.2 gに対して内部標準 GGOH 100 µgを加えた。 

2) 15% KOH/MeOH 100 mLを加え、ケン化した。 

3) 菌体をろ過し、ろ液を等量（100 mL）のヘキサンで 3回抽出した。 

4) 抽出物を減圧濃縮し、1 mLの蒸留ヘキサンに溶かした。 

5) GCで解析した（Injection量は 1-3 µL）。 
 

【相対活性の算出】 

以下の式の通りにして野生株に対する変異株の相対活性を算出した。 
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【結果と考察】 

Figure 4-19に各変異株の酵素発現レベルを示した。F728Iの発現レベルは非常に低いも

のだった。Figure 4-20には各変異株の野生株に対する相対活性を示した。同じ芳香族残基

である Y 変異株で野生株とほぼ同じ相対活性を示し、脂肪族残基（A と M）では側鎖の

バルクサイズの大小に拠らず著しく低い相対活性を示した。当研究室ではこれまでに

SHC研究において活性部位の芳香族残基が中間体カチオンをカチオン－π相互作用により

安定化していることを証明してきた 20。A と Mは π 電子をもたないため、これらの変異

株で活性が低下したと考えられる。Aと Mでは Mの方が若干高い活性を示したが、これ

は M の方が F（野生株）に近いバルクサイズであるためと考えられる。このことから、

F728部位はそのバルクサイズも酵素活性に影響することが示唆された。 

次に芳香族残基の変異株に着目した。Mecozzi らにより Na+と芳香環のカチオン－π 結

合エネルギーは His：21.0、Phe：27.1、Tyr：26.9、Trp：32.6 kcal/mol と報告された。87 

F728残基がカチオン－π相互作用を担うならば、その活性の大小はカチオン－π結合エネ

ルギーの大小と一致するはずであるため、W>F≒Y>H となるはずであった。しかし H と

W 変異株で著しく活性が低下した。これは次のことが原因と考えられる。まず H 変異株

は、側鎖のイミダゾール環が部分的にプロトン化されることで、芳香環として機能でき

なくなったため。芳香環でなくなったことでカチオン－π 相互作用を発揮できなくなり、

結果相対活性の低下を招いたと考えられる。しかしながら、一部プロトン化されていな

い F728H によって反応が進行したものは His が脱プロトンを担う塩基として機能したこ

とでゲルマニコール 11 を主生産したと考えられる。そして、W変異株についてはその非

常に大きなバルクサイズによるものと考えられる。W は天然型アミノ酸中で最もバルク

サイズの大きな残基である。過去の SHC 研究でカチオン－π 相互作用を担うと完全に証

明された F365残基や F605残基についても W変異株では大きな活性の低下が見られた。
55そこで考えられる活性の低下した理由としては、Wの非常に大きな側鎖が周辺の残基の

配向にも影響し、活性部位の形状を変化させ、結果として活性の低下を招いたことが考

えられる。 

 

  



144 
 

 

Figure 4-19. F728変異株の野生株に対する相対発現量 

野生株の発現量（7.23±2.44 mg/L-culture）を 100%として各変異株の相対発現量を示した。 

 

 
Figure 4-20. F728変異株のプロダクト相対生産量（%） 

野生株 EtASの β－アミリン生産量（42±13 mg/L-culture）および全プロダクトの生産量（43±17 mg/L-

culture）を 100%として各変異株の相対生産量（%）を示した。F728Hではゲルマニコール 11は β－アミ

リン 2と同様にオレアニルカチオン 7から生産されるため、β－アミリン 2と見なして相対生産量を算出

した。 
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Figure 4-21. F728変異株の野生株に対する相対活性（%） 

野生株EtASのβ－アミリンおよび全プロダクト形成の活性はそれぞれ5.02±0.79、5.62±0.17 mg/mg EtAS 

enzymeであった。F728Hではゲルマニコール11はβ－アミリン2と同様にオレアニルカチオン7から生産さ

れるため、β－アミリン2と見なして相対活性を算出した。 
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4-9. CD測定 
 

【目的】 

Figure 4-21 の相対活性の結果では、F728A、H、I、W で有意な活性の低下が見られた。

この低下はカチオン-π 相互作用の減少によるものであり、酵素高次構造の崩れによるも

のではないと推測した。そのため、各変異体ごとの CDスペクトルを測定し、変異の導入

による酵素の立体構造への変化があるかどうかを調べた。 

 

【方法】 

1) 第 2章に従って酵素精製した。その際に Wash buffer（10 mM Tris-HCl (pH 7.9)、80 

mM imidazole、250 mM NaCl、0.01% Brij 35）を 80 mL、Elute buffer（10 mM Tris-

HCl (pH 7.9)、250 mM imidazole、250 mM NaCl、0.01% Brij 35）を 3 mL用いた。 

2) 0.01% Brij 35を含む 50 mMリン酸カリウムバッファー（pH7.0）で透析した。 

3) タンパク濃度が 0.1 mg/mLになるように調製した。 

4) 5-40°Cの範囲で CDスペクトルを測定した。 

 

【結果と考察】 

Figure 4-22より、どの変異株も wildとほぼ同じスペクトルを描いたことから、変異導

入による酵素高次構造は、構造が壊れていないことが示された。30°Cでも 5°Cとほぼ同

様のスペクトルを描いたことより、in vivo での相関係数を求める実験では、 純粋にカチ

オン-π相互作用の違いが活性に与える影響を検討できる。つまり、F728A、Iなどの変異

酵素の活性の低下の原因は、酵素の高次構造の崩れではなく、カチオン-π相互作用の消

失によるものであると言える。 

F728H変異酵素の分子楕円率がやや大きいが、これは酵素の一部が壊れている可能性

が示唆される。この構造の崩れが、F728Hの相対活性の低さに影響を与えているのかも

しれない。 
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 4-22. CD測定結果 

(a) 測定温度 5°C 

(b) 測定温度 30°C 
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4-10. F728残基のまとめ 
 

F728変異株産物が主に 4環性と 5環性であったことや、F728Hが塩基として働くこと

でオレアニルカチオンから直接脱プロトンしたゲルマニコールが生成されたことから、

F728残基が D/E間の近傍に位置していることがわかった。そして、野生株に対する変異

株の相対活性は同じ芳香族残基である F728Y で維持され、脂肪族残基への置換（F728A、

I、M）ではバルクサイズに拠らず、一様に大きく活性が低下した。そのため、F728残基

がカチオン－π相互作用を担っていることが示唆された。 

そこで、F728残基の機能を Scheme 4-3にまとめた。F728残基のその主たる機能はカ

チオン－π相互作用により Scheme 4-3のように 4環性および 5環性カチオンを安定化する

ことであり、特に 2級カチオンであるバッカレニルカチオンやオレアニルカチオンの安定

化に関与していると考えられる。 

 

 

Scheme 4-3. F728残基の機能 
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4-11. プロダクトのスペクトルデータ 
 

Product 33 acetate (oil) produced by F728H mutant. 
 

 

Figure 4-23. 33-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

Figure 4-24. 33-Ac の NMR 解析結果 

 

 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  2868 - 7850  BP = 69[1346490]  TIC = 20472278  R.T = 22:55
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Product 34-acetate produced by both F728H and F728W mutants (solid) 

 

 

Figure 4-25. 34-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

Figure 4-26. 34-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  2812 - 4345  BP = 189[99478]  TIC = 1117541  R.T = 22:32
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Product 14 acetate by F728W mutant (solid) 
 

 

Figure 4-27. 14-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 4-28. 14-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  2966 - 4517  BP = 189[128803]  TIC = 1612862  R.T = 23:35
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Product 11-acetate produced by both F728H and F728W mutants (solid) 
11-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-29、30 にそれぞれ示し

た。11-Ac の構造は次のようにして決定した。1H-NMR（CDCl3, 600 MHz）において、

OXSQ 1 の 6 つのビニリックメチル基（δH=1.68–1.60 ppm）が消失し、8 つの新たな脂肪族

メチル基（δH=1.01–0.72 ppm, each 3H, s）が生じた。このことから、1 が完全に環化され、

5 環性産物が形成されたことが示唆された。オレフィンプロトン（H-19, δH=4.86 ppm, 1H, 

s）と炭素原子［C-13（δC=38.38 ppm, d）、C-17（34.33, s）、C-18（142.7, s）、C-20（32.35, 

s）、C-21（33.32, t）、C-29（29.17, q）、C-30（31.33, q）］との間に明確な HMBC クロスピ

ークが観測された。よって、化合物 11 がゲルマニコールであることが示唆され、その立

体化学が NOESY スペクトルにより確認された。他の全ての NMR データはゲルマニコー

ル構造と一致した。11 と β－アミリン 2 の違いは二重結合の位置のみであった。 

 

 
Figure 4-29. 11-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 4-30. 11-Ac の NMR 解析結果  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3043 - 4223  BP = 189[315869]  TIC = 3497493  R.T = 24:06
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Product 10 acetate by F728H and F728W (oil) 
 

10-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-31、32 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 4-31. 10-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

Figure 4-32. 10-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3105 - 3991  BP = 69[341256]  TIC = 5814167  R.T = 24:31
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Product 12 acetate produced by F728H and F728W (solid) 
 

12-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-33、34 にそれぞれ示した。

プロダクト 12 (20E)-dammara-20(22),24-dien-3β-ol は PNYβ－アミリン合成酵素の

Y261H 変異株から単離されたものと同一化合物だった。34 

 

 

Figure 4-33. 12-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

 
Figure 4-34. 12-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3118 - 4164  BP = 93[117345]  TIC = 1921898  R.T = 24:37
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Product 35 acetate produced by F728W (solid) 
 

35-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-35、36 にそれぞれ示し

た。F728W に特異的に生産されたプロダクト 35 の構造は次のようにして帰属された。
1H-NMR 解析（600 MHz, [D6]acetone）で 8 つのメチルシグナルを高磁場（δH=1.08–0.844 

ppm）で見られたことから、分子内にオレフィンメチル基を含まないことが示唆された。

故に、35 は 5 環性骨格であると帰属された。2 つの Me ダブレットシグナル（δH=1.03 ppm 

(Me29, 3H, d, J=7.0 Hz) and 0.977 ppm (Me30, 3H, d, J=6.8 Hz)）と 6 つの Me シングレット

シグナルが検出されたため、ウルサニルあるいはタラクサステリル骨格として帰属され

た。Me26（δH=1.08 ppm, 3H, s）と Me27（0.968 ppm, 3H, s）が C14（δC=160.2 ppm, s）と

明確な HMBC 相関を示した。更に、H15（δH=5.52 ppm, dd, J=7.7, 2.5 Hz）が C13（40.81 

ppm, s）、C14 と強い HMBC クロスピークを示した。それゆえ、二重結合は C14-C15 に位

置している。Me27 と H16（δH=2.08 ppm, m）の強い NOE および Me26 と Me27 で NOE が

観測されなかったことから、Me27 と Me28 がそれぞれ α－および β－配向であることが示

唆された。Me28 と Me30 で NOE が観測されなかったことに加えて、Me29 と H18

（δH=0.93 ppm, m）および Me29 と H12（1.56 ppm, m）で強い NOE が見られたことから、

Me29 が β－配向であり、Me30 が α－配向であることが確認された。以下に示した生合成

的観点から、これらの配向は更に支持された。プロダクト 35 は、天然でも珍しく、

Olearia paniculata の葉から最初に単離された、イソウルセノールと決定された。95 加えて、

35 はこれまでの OSC における数多くの変異導入実験においても報告例がなかった。 

 

 

 

Figure 4-35. 35-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

 

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3157 - 4272  BP = 344[851474]  TIC = 14470445  R.T = 24:52
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Figure 4-36. 35-Acの NMR解析結果 
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Product 36 acetate produced by F728W (solid) 
 

36-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-37、38 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 4-37. 36-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

Figure 4-38. 36-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3221 - 4272  BP = 218[2193531]  TIC = 13108595  R.T = 25:18
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Product 5 Acetate (produced by F728H and F728W mutants (solid) 
 

5-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-39、40 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 4-39. 5-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

Figure 4-40. 5-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3247 - 4149  BP = 189[431492]  TIC = 7780336  R.T = 25:29
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Product 15 acetate produced by F728H and F728W (oil) 
 

15-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-41、42 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 4-41. 15-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

 
Figure 4-42. 15-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3289 - 4344  BP = 69[115642]  TIC = 1924284  R.T = 25:46
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Product 37 acetate produced by F728H and F728W mutants (solid) 
 

37-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-43、44 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 4-43. 37-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

 

Figure 4-44. 37-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3665 - 4287  BP = 189[2131515]  TIC = 18563093  R.T = 28:19
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Product 38 acetate produced by F728W (solid) 
 

38-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-45、46 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 4-45. 38-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 4-46. 38-Ac の NMR 解析結果 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3722 - 4149  BP = 189[20392]  TIC = 218065  R.T = 28:42
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Product 39 acetate produced by both F728H and F728W (oil) 
 

39-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 4-47、48 にそれぞれ示し

た。プロダクト 39 の構造は次のようにして決定された。3 つのオレフィンメチル基が

δH=1.67 ppm (Me26, 3H, s)、1.69 (Me21, 3H, br s)、1.60 ppm (Me27, 3H, s)で検出された。

HMBC スペクトルにおいて、Me26 と Me27 の両方のプロトンシグナルが C25（δC=131.2 

ppm, s）と C24（124.6 ppm, d）の両方と相関を示した。更に、Me21（δH=1.69 ppm, 3H, br 

s）と H22（1.88, 1H, m; 1.99 ppm, 1H, m）でも C20（δC=125.9 ppm, s）と C17（136.4 ppm, 

s）と強い HMBC クロスピークが観測された。これらの結果から、二重結合の位置（C24-

C25 と C17-C20）が明らかになった。Me21 と H12（δH=2.27 ppm, 1H, d, J=15.8 Hz）および

H22（1.88, m; 1.99, m, each 1H）と H16（2.22 ppm, 1H, m）との間に明確な NOE が見られ

たため、二重結合の E異性体の存在が示唆された。H5（δH=0.83 ppm, 1H, m）と H9（1.37 

ppm, 1H, m）との間の強い NOE から、H9 が α－配向であることが示唆された。故に、39

の構造は(17E)-dammara-17(20),24-diene-3β-ol として帰属された。類似化合物(17Z)-protosta-

17(20),24-dien-3β-ol（protostadienol）が抗生活性を示すヘルボール酸（フシダン骨格）の

生合成前駆体として見出された。96-99。Protostadienol と 39 の構造の相違は次のとおりで

ある。Protostadienol での 9β-H と 39 での 9α-H、そして C17-C20 の二重結合は

protostadienol は Z配置だが 39 では E配置である。私の知る限りでは、以前に報告例のな

い化合物 39 は非天然型天然物である。 

 

 

Figure 4-47. 39-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

 

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  4508 - 5139  BP = 69[56408]  TIC = 958427  R.T = 34:01
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Figure 4-48. 39-Acの NMR解析結果 
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Figure 5-1. F474s[W��>D3;D(B)@F6¡£�Q	 F474s[¢ 

EtAS: β-amyrin synthase from E. tirucalli (BAE43642) 

PNY1: β-amyrin synthase from P. ginseng (BAA33461) 

PSY: β-amyrin synthase from P. sativum (BAA97558) 

OEW: lupeol synthase from O. europaea (BAA86930) 

TRW: lupeol synthase from T. officinale (BAA86932) 

AtCAS1: cycloartenol synthase from A. thaliana (At2g07050) 

ScLAS: lanosterol synthase from S. cerevisiae (AAB68891) 

SHC: squalene-hopene cyclase from A. acidocaldarius (ACV59449) 
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Figure 5-2. EtAS=AE/GA5CF-��
# F474s[ 
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5-2. SHC F365残基 43,55 
SHC F365 残基は当研究室により 2 環性カチオンをカチオン－π相互作用により安定化し

ていることを完全に証明した。これは、Phe のベンゼン環の 1～3 箇所の水素をフッ素に置換

した非天然型フルオロフェニルアラニンを F365 部位に導入した変異株（Table 5-1）を用いる

ことで達成された。非天然型フルオロフェニルアラニンは天然型の Pheと変わらないバルクサ

イズをもち、フッ素の数の増加に従ってカチオン－π結合エネルギーが低下する。したがって、

純粋にカチオン－π相互作用が働いているか否かを判断することができる。そこで、Figure 5-

4 を見てみる。Figure 5-4 は横軸にカチオン－π結合エネルギーを、縦軸に比活性をプロット

したものである。この図から、カチオン－π結合エネルギーと比活性は正の相関を示している

ため、F365残基において確かにカチオン－π相互作用が働いていることが証明された。 

 

 

 

Figure 5-3. SHCの活性部位キャビティーに存在する重要なアミノ酸残基とその機能 22 

（T. Hoshino and T. Sato, Chem. Commun., 2002, 291-301より引用） 
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Table 5-1. SHC F365のフルオロ置換非天然型フェニルアラニン変異株の速度論定数 55 

 

酵素反応条件（5 mL系）は以下のとおりであった。0.2% Triton X-100、50  μg精製酵素、60 mMクエン酸バッ

ファー（pH 6.0）、反応時間 60 min、反応温度 50°C。15% KOH/MeOH（6 mL）添加により反応停止。ヘキサ

ン抽出（5 mL x 4）の後に GCによりプロダクトを定量。Km、kcatは Lineweaver-Burkプロットから算出された。 

 

 

 
Figure 5-4. SHC F365のフルオロ置換非天然型フェニルアラニン変異株のカチオン－π結合エ

ネルギーと比活性の相関関係 55 

（N. Morikubo, et al., J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 13184-13194より引用） 

x軸にカチオン－π結合エネルギーを、y軸に比活性をプロット  
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5-3. S. cerevisiaeラノステロール合成酵素 F445残基 56 
 

F474 残基は、Sacharomyces cerevisiae 由来のラノステロール合成酵素（ScLAS）においては、

F445 残基に相当する。Tung-Kung Wu 氏らによって F445 残基への変異導入実験が行われた。

この残基を 20 種類のアミノ酸に置換したところ、F445C、M、N、T、D 変異酵素は、三環性

のプロダクトと、ラノステロールと脱プロトンの位置が異なった Parkeolや Lanostadienolも生

成した。また、非極性残基ではラノステロールの産生が見られなかったことから、この残基は

3環性の C14カチオンと最後の脱プロトンの際のラノステリル C8/C9カチオンの安定化の役割

を担っていることが示唆された。 

 
 

 

Figure 5-5. ScLAS F445変異株により産生された環状トリテルペン 56 

（T-K. Wu et al., Org. Lett., 2006, 8, 4691-4694より引用） 

ScLAS F445変異株からは通常の環化経路（chair-boat-chair型）によるプロダクト（1つの 3環性産物と 3つ

の 4環性産物）のみが見出された。 
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Table 5-2. ScLAS F445変異株のプロダクトプロファイル 56 

 

(13αH)-iso-
malabarica-

14(26)-17E,21-
trien-3β-ol lanosterol parkeol 

9β-lanosta-7,24-
dien-3β-ol 

wild-type - 100 - - 

F445C 10 69 13 8 

F445M 7 65 18 10 

F445N 10 63 9 18 

F445T 49 46 - 5 

F445D 21 63 11 5 

 

 

 

Figure 5-6. ScLASのホモロジーモデリング 56 

（T-K. Wu et al., Org. Lett., 2006, 8, 4691-4694より引用） 

灰色残基：野生株 ScLASホモロジーモデリング 

緑色化合物：ラノステロール分子 
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5-4. 変異株の作製 
本実験は当研究室 増川、仲田が担当した。 

 

1) 変異を導入するためのプライマーを設計した。(Table 5-3) 

2) アルカリミニプレップ法にて pYES2-EtAS/CT を抽出し、RNase 処理、PEG 沈し、精製

した。 

3) Table 5-3に示したプライマーを用いて QuikChange法により部位特異的変異導入した。 

4) 電気泳動し、特異的増幅を確認した。 

5) PCR反応液に DpnI 1μL添加し、37°C、2 hr インキュベートした。 

6) エレクトロポレーション法により E. coli DH5αに形質転換した。 

7) シングルコロニーからプラスミドをキットミニプレにより精製した。 

8) キャピラリーシーケンサーにて変異導入を確認した。 

9) 酢酸リチウム法により S. cerevisiae GIL77へプラスミドを形質転換した。 

 

Table 5-3. QuikChange用プライマー（下線：変異導入箇所） 
導入 
残基  Sequence 塩基数 

G 
Forward 5’-GGATCATGGACTGGCTCTGATCAGGATCATGGTTGG-3’ 

36 
Reverse 5’-CCAACCATGATCCTGATCAGAGCCAGTCCATGATCC-3’ 

A 
Forward 5’-CCAAAGGATCATGGACTGCCTCTGATCAGGATC-3’ 

33 
Reverse 5’-GATCCTGATCAGAGGCAGTCCATGATCCTTTGG-3’ 

V 
Forward 5’-GGATCATGGACTGTCTCTGATCAGGATCATGGTTG-3’ 

35 
Reverse 5’-CAACCATGATCCTGATCAGAGACAGTCCATGATCC-3’ 

L 
Forward 5’-CCAAAGGATCATGGACTTACTCTGATCAGGATC-3’ 

33 
Reverse 5’-GATCCTGATCAGAGTAAGTCCATGATCCTTTGG-3’ 

M 
Forward 5’-CCAAAGGATCATGGACTATGTCTGATCAGGATCATGGTTGG-3’ 

41 
Reverse 5’-CCAACCATGATCCTGATCAGACATAGTCCATGATCCTTTGG-3’ 

Y 
Forward 5’-CCAAAGGATCATGGACTTACTCTGATCAGGATC-3’ 

33 
Reverse 5’-GATCCTGATCAGAGTAAGTCCATGATCCTTTGG-3’ 

W 
Forward 5’-CCAAAGGATCATGGACTTGGTCTGATCAGGATC-3’ 

33 
Reverse 5’-GATCCTGATCAGAACCAGTCCATGATCCTTTGG-3’ 

H 
Forward 5’-CCAAAGGATCATGGACTCACTCTGATCAGGATC-3’ 

33 
Reverse 5’-GATCCTGATCAGAGTGAGTCCATGATCCTTTGG-3’ 

T 
Forward 5’-CCAAAGGATCATGGACTACCTCTGATCAGGATC-3’ 

33 
Reverse 5’-GATCCTGATCAGAGGTAGTCCATGATCCTTTGG-3’ 

 

  



173 
 

Table 5-4. 設計した変異株 

  構造 
カチオン－π 

結合エネルギー87 
(kcal/mol) 

側鎖の 
ファンデルワールス体積 94 

(nm3) 

wild-type 
(Phe；F) 

 

27.1 0.55298 

     
芳香族残基（カチオン－π相互作用の有無を調べるため） 

Tyr（Y） 
 

26.9 0.6115 

Trp（W） 

 

32.6 0.79351 

His（H） 
 

21.0  0.37694 

     
脂肪族残基（バルクサイズの重要性を調べるため） 

Gly（G）   0.00279 

Ala（A） 
  0.05702 

Val（V） 
 

 0.25674 

Leu（L） 
 

 0.37876 

Met（M） 
  0.38872 

     
極性残基 

Thr（T） 
 

 0.19341 
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5-5.� .6(!*.6-��4  
1) ` 2_�N��$9+Gm8SGm8fK8MGmn100 mLao	� 

2) jdM�15% KOH/MeOH��"7A	�/ #7�cgO@�Q?	� 

3) Q?\��,059'9���;F�
� 

4) Q?\�/ #7 1 mL�[e	�<:�RZT=�� GCC� GC/MS��eU	�

���7%�!$27i� 0.5 µL���nFigure 5-9o� 

GC column: J&W, DB-1, capillary (Length 30 m, I.D. 0.32 mm, Film Thickness 0.25 µm) 

Injection temp.: 300°C 

Column temp.: 190-250°C (10°C/min), 250-260°C (0.35°C/min) 

5) F474A�M�IiGm��� F474H^W]\�EJ	� 

6) Figure 5-7�5-8����	� F474A�M]\�����Bk	� 

 

 

Figure 5-7. F474A]\�BkPl  
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Figure 5-8. F474M]\�BkPl 
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Figure 5-9. �&)4A	hX/ #7Q?\nF474H^Wo� GCeUbV 

GC�31p J&W, DB-1, capillary (Length 30 m, I.D.0.32 mm, Film Thickness 0.25 µm)�Y>DZLp 300°C��

31ZLp190-250°C (10°C/min)� 250-270°C (0.35°C/min)  
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【考察】 

Figure 5-9に各変異株の GCプロファイルを、Scheme 5-1に F474変異株産物の推定生合成機

構を、Table 5-5 に各変異株のプロダクトプロファイルを示した。F474 変異株からは野生株で

も生産される β－アミリン 2や 15、10の他に、オレアナン骨格を有する 46、47や 2環性の 41

－45が見出された。 

Table 5-5から、野生株では 96.7%の 2と微量の 4環性の 15と 10（3.3%）を生産した。Gと

A変異株では 2環性産物（41－44）を 75～94%生産したが、2は 5.9～21%しか生産されなかっ

た。見出された 2環性産物は環化開始時に OXSQ 1が本来の chair-chair型（C-C型）に折りた

たまれて生産されるもの（43、44）の他に、熱力学的に不安定な chair-boat 型（C-B 型）の産

物（41、42）も含まれていた。C-C 型の OSC への変異導入により C-B 型産物が得られた例は

なく、本研究が初めての例となった。また、このように環化が途中で停止したプロダクトが見

出されたことから、F474 残基は B 環の近傍に存在していることが示唆され、これはホモロジ

ーモデリング（Figure 5-2）による予想を支持する結果となった。脂肪族残基である Gや A変

異株で環化が途中で停止したとの結果より、F474残基もカチオン－π相互作用を担う可能性が

考えられたが、同じ脂肪族残基である V、L、M変異株では 2環性産物の比率は大幅に減少し、

2の比率が上昇した。この結果はカチオン－π相互作用よりも F474残基のバルクサイズの重要

性が考えられた。また、バルクサイズが Aと Vの中間である T変異株でも 2環性産物の比率

が高いこともこの考えを支持していた。 

芳香族残基への置換ではそれぞれ異なる生成比率を示した。Y 変異株は野生株と類似した

生成比率であったが、少量の 46（4.9%）を生産した。また、2 環性産物の生産は見られなか

った。Y のバルクサイズは F（野生株）と類似しているが、Y の方がわずかに大きい。これが

わずかな異常環化産物 46 の生産につながったと考えられる。Wは天然型アミノ酸の中で最も

大きな残基である。そのため、キャビティの形状がわずかに変化し、2 の比率（70%）の減少

と 2環性産物 43の生産をもたらしたと考えられる。この結果より、F474部位は Fのバルクサ

イズが酵素活性に適切である可能性が考えられた。また、H変異株では約 90%の 2 と 3%の 2

環性産物 44の生産が見られ、これは Mや L変異株と同様の比率であった。Hと M、Lについ

て見てみると類似したバルクサイズを有していることがわかり（Table 5-3）、このこともバル

クサイズの重要性を支持するものであった。 
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Scheme 5-1. F474変異株産物の推定生合成経路 

化合物名は次のとおりである。 41: (9βH)-γ-polypodatetraene-3β-ol（ γ-isopolypodatetrane-3β-olと仮称した）; 42: 

(9βH)-α-polypodatetraene-3β-ol（α-isopolypodatetrane-3β-olと仮称した）; 43 α-polypodatetrane-3β-ol; 44: γ-

polypodatetrane-3β-ol; 45: polypoda-8(9)-13,17,21-tetraene-3β-ol; 15: tirucalla-7, 24-diene-3β-ol; 10: butyrospermol; 46: 

taraxerol (13α-methyl-27-norolean-14-en-3β-ol); 47: multiflorenol (13α-methyl-14β- methyl-26-norolean-7-en-3β-ol  
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Scheme 5-1に F474変異株産物 2、10、15、41－47の環化経路を示した。OXSQ 1は 2環性

カチオン 40を与えるために chair-chair型で折りたたまれる一方、chair-boat型ではカチオン 40’ 

が与えられた。カチオン中間体 40’および 40における H-7の脱離によりプロダクト 41と 44が

それぞれ形成された。カチオン 40は更に環化して 6/6/5-3環系マラバリカニルカチオン 4を与

えた。4の環拡張により 6/6/6-3環性カチオンが形成され、引き続く更なる環化により 6/6/6/5-4

環性ダンマレニルカチオン 6が与えられた。この環化プロセスの間に 2つの異なるフォールデ

ィングコンフォメーションが考えられる。chair-chair-chair-boat 型では 6 を、chair-chair-chair-

chair 型では 6’（17－エピ－ダンマレニルカチオン）を与える。ハイドライドとメチル基のア

ンチ－ペリプラナー1,2-転位と引き続く H-7の脱離によりプロダクト 15（偽中間体 6’由来）と

10（実際の中間体 6 由来）が形成された。カチオン 6 の環拡張により 6/6/6/6-4 環性バッカレ

ニルカチオン 7が形成され、7の環化により 6/6/6/6/5-5環性ルパニルカチオン 8が形成された。

8の環拡張により 6/6/6/6/6-5環性オレアニル C-19カチオン 9が形成され、引き続く 1,2-ハイド

ライドシフト（H-18α→C-19、H-13β→C-18）によりオレアニル C-13カチオン 9が形成された。

12α-Hの脱離により β－アミリン 2が与えられた。Me-27の C-13カチオンへの転位と 15β-Hの

脱プロトンにより 46 が形成された。2 回のアンチパラレル 1,2-転位（Me-27→C-13、Me-

26→C-14）と引き続く 7α-Hの脱離により 47が与えられた。 
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Table 5-5. F474�����������	
��%� 

 
Bicycle (C-B type) from 

cation 3’  
Bicycle (C-C type) from 

cation 3 
Bicycle from 

3 or 3’ 
Tetracycle  Pentacycle from cation 8 

Product 
Number 

9  10  
Total % of 
cation 3’ 

11  12  
Total % of 

cation 3 
13  

14 from 
cation 5’ 

15 from 
cation 5 

Total % of 
5’and 5. 

2  16  17 
Total % of 

cation 8 
Wild - - - - - - - 1.5 1.8 3.3 96.7 - - 96.7 

F474G  1.6 - 1.6 43.2 49.3 92.5 - - - - 5.9 - - 5.9 
F474A 7.5 1.9 9.4 12.8 53.5 66.3 0.3 0.5 2.5 3.0 12.5 8.7 - 21.2 
F474V  - - - - 14.2 14.2 - 4.2 4.4 8.6 71.3 5.9 - 77.2 
F474L - - - - 12.0 12.0 - 2.0 4.1 6.1 81.9 - - 81.9 
F474M  - - - 1.1 0.9 2.0 - 3.8 4.6 8.4 80.5 1.1 8.0 89.6 
F474T 1.8 - 1.8 8.8 27.8 36.6 - 2.0 4.3 6.3 48.0 7.3 - 55.3 
F474H - - - - 3.0 3.0 - 2.2 3.7 5.9 89.6 1.5 - 91.1 
F474Y - - - - - - - 1.9 3.1 5.0 90.1 4.9 - 95.0 
F474W - - - 30.1 - 30.1 - - - - 69.9 - - 69.9 

 

C-B type�chair-boat��C-C type�chair-chair��������� 
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5-6. 野生株に対する変異株の相対活性 
F474 残基の芳香環（カチオン－π 相互作用）あるいはバルクサイズ（基質結合）のど

ちらが重要なのかを調べるために、in vitro で速度論解析を試みた。しかし、in vitro では

活性が弱く、正確に酵素活性を見積もることが困難であった（Figure 5-10）。そのため、

F728変異株と同様、酵母 in vivoでの変異株の野生株に対する相対活性を測定した。 

 

【in vitro酵素反応】 

酵素精製時に界面活性剤として Tween 80を使用した（Triton X-100と β-OGも検討した

が、精製段階で酵素が不溶化してしまった）。 

1. Table 5-6について、酵素を除いた反応混合液を調製した。  

2. 30°C、3 minプレインキュベーションした。 

3. 酵素を添加して 20 minインキュベーションした。 

4. 100°C、3 minで酵素反応を停止させた。 

5. 内部標準としてスクアレン 25 µgを添加した。 

6. 1.2倍量（3 mL）の 15% KOH/MeOHでケン化した。 

7. 4 mLのヘキサンで 3回抽出した。 

8. SiO2ショートカラムクロマトグラフィーにより界面活性剤を除去した。 

9. GCで定量し、比活性を求めた。 

 

Table 5-6. F474変異株の in vitro酵素反応組成 

 終濃度 
EtAS F474X 30 μg 

(3S)-OXSQ 75 µg 

DTT 1 mM 

BSA 1 mg/mL 
Tween 80 0.05% 

KPB 0.1 M (pH 7.0) 

Total 2500  μL 
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Figure 5-10. 野生株に対する F474A、L、Y変異株の in vitro相対活性（%） 

野生株 EtASの比活性 288 nmol/min/mgを 100%とした時の各変異株の活性を相対値で表した。 

 

 

【方法】 

第 4章の F728残基の際と同様にして、培養、ウェスタンブロッティング、プロダクト

の定量を行い、下記の式によって野生株に対する変異株の相対活性を算出した。 
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【結果と考察】 

Figure 5-11 の各変異株の酵素発現量から、変異導入による著しい発現量の低下は見ら

れなかった。Figure 5-12には各変異株の野生株に対する全プロダクトの相対活性を示した。

芳香族残基について見てみると、H と W の相対活性はそれぞれ約 25%と 5%であった一

方、Y変異株のそれは約 92%であった。Mecozziらは、Na+と芳香環との間のカチオン－π

結合エネルギーは、His：21.0、Phe：27.1、Tyr：26.9、Trp：32.6 kcal/mol と報告した 87。

F474 残基にカチオン－π 相互作用の機能があると仮定すると、芳香族残基の変異株の相

対活性は W>F≒Y>Hとなるはずであったが、Wと H変異株で相対活性が低下した。Fを

Wに置換したことで活性が低下した例は第 4章の F728Wの他に SHC F365W変異株でも

報告されている 55。これは W のバルクサイズの非常に大きな側鎖が周辺の残基の配向に

も影響を及ぼし、活性部位の形状を変化させたために活性が低下したと報告され、

F474Wでも同様の現象が生じたと考えられる。 

しかしながら、F474 残基では F728 残基と異なり、脂肪族残基で高い活性が見られた。

F728 残基では脂肪族残基への置換ではバルクサイズの大小に拠らず、一様にその相対活

性が著しく低下したのに対し、F474 残基では脂肪族残基の中でもバルクサイズの大きな

Lや Mでそれぞれ約 74%と約 91%の高い相対活性が示された。故に、F474残基はカチオ

ン－π相互作用よりもそのバルクサイズが重要であることが示唆された。更に、脂肪族

残基（G、A、V、L、M）と Y変異株について、オレアナン骨格である 5環性産物の相対

活性と側鎖のバルクサイズ（ファンデルワールス体積）との間に正の相関が見られた

（Figure 5-12赤矢印）。このことからも、F474残基のバルクサイズの重要性が示唆された。 

活性の低下した Hと Tについて、Hは Lや Mと類似したバルクサイズをもち、Tは A

と V の中間のバルクサイズである。しかしながら、H と T 変異株はバルクサイズと相対

活性との相関が見られず、低い活性となった。そのため、これらの変異株は異なる機構

が働いたと考えられる。これらの残基は極性側鎖（H：イミダゾール環、T：OH 基）を

有しており、これらの極性側鎖が周辺の残基と水素結合などのネットワークを形成する

ことで活性部位の形状を変化させ、活性が低下したと考えられる。 

そして、G と A変異株で 2環性産物の比率が大きくなった理由を次に考察した。これ

らの残基の側鎖のバルクサイズは非常に小さく、B環付近に空間的な余裕が生じた可能性

がある。そのため、これらの変異株は基質を正確に折りたたむことができず、2 環性産物

を多く生産したと考えられる。バルクサイズが大きくなるにつれて 2環性産物の比率は減

少した。Tは Aと Vの中間のバルクサイズであることから、T変異株で 2環性産物が多く

見られたことも前述の要因を当てはめることができる。 
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Figure 5-11. F474変異株の酵素発現量（mg/L） 

1 L培養酵母内で発現された EtASタンパク量（mg）をウェスタンブロッティングにより定量した。 

 

 

Figure 5-12. F474変異株の野生株に対する相対活性（%） 

野生株 EtASの全プロダクトの活性 100%に対して野生株および変異株の 4つの骨格（Bicycles（C-B型）、

Bicycles（C-C型）、Tetracycles、Pentacycles）の活性を相対値で表した。○印は側鎖のファンデルワール

ス体積を表している。赤矢印から、G、A、V、L、M、Y変異株の Pentacycle相対活性と側鎖のファンデ

ルワールス体積が正の相関を示すことがわかった。 
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Figure 5-13. F474変異株の 5環性産物の生産量 

1 L培養酵母内で生産された 5環性産物（プロダクト 2、46、47）を GCにより定量した。 

 

 
Figure 5-14. F474変異株の 5環性産物の野生株全産物生産量に対する相対活性（%） 

Figure 5-12で算出した相対活性について、Pentacycles（プロダクト 2、46、47）の結果のみを抽出し、測

定誤差をエラーバーで表示した。 
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Figure 5-15. F474変異株の 4環性産物の生産量 

1 L培養酵母内で生産された 4環性産物（プロダクト 10、15）を GCにより定量した。 

 

 
Figure 5-16. F474変異株の 4環性産物の野生株全産物生産量に対する相対活性（%） 

Figure 5-12で算出した相対活性について、Tetracycles（プロダクト 10、15）の結果のみを抽出し、測定

誤差をエラーバーで表示した。 
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Figure 5-17. F474変異株の 2環性産物（chair-chair型産物）の生産量 

1 L培養酵母内で生産された Bicycles（C-C型）（プロダクト 43、44）を GCにより定量した。 

 

 
Figure 5-18. F474変異株の 2環性産物（chair-chair型産物）の野生株全産物生産量に対す

る相対活性（%） 

Figure 5-12 で算出した相対活性について、Bicycles（C-C 型）（プロダクト 43、44）の結果のみを抽出し、

測定誤差をエラーバーで表示した。 
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Figure 5-19. F474変異株の 2環性産物（chair-boat型産物）の生産量 

1 L培養酵母内で生産された Bicycles（C-B型）（プロダクト 41、42）を GCにより定量した。 

 

 
Figure 5-20. F474変異株の 2環性産物（chair-boat型産物）の野生株全産物生産量に対す

る相対活性（%） 

Figure 5-12 で算出した相対活性について、Bicycles（C-B 型）（プロダクト 41、42）の結果のみを抽出し、

測定誤差をエラーバーで表示した。 
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5-7. CD測定 
 

【目的】 

Figure 5-12 の相対活性で活性の低下が見られた変異株について、活性の低下が酵素の

高次構造の変化ではなく、部位特異的変異導入によるものであることを確かめるため。 

 

【方法】 

1) 第 2章に従って酵素精製した。その際に Wash buffer（10 mM Tris-HCl (pH 7.9)、80 

mM imidazole、250 mM NaCl、0.01% Brij 35）を 80 mL、Elute buffer（10 mM Tris-

HCl (pH 7.9)、250 mM imidazole、250 mM NaCl、0.01% Brij 35）を 3 mL用いた。 

2) 0.01% Brij 35を含む 50 mMリン酸カリウムバッファー（pH7.0）で透析した。 

3) タンパク濃度が 0.1 mg/mLになるように調製した。 

4) 5-40°Cの範囲で CDスペクトルを測定した。 

 

【結果と考察】 

Figure 5-21のとおり、変異株の CDスペクトルが野生株 EtASとほぼ一致したため、活

性の低下が酵素高次構造の変化ではなく、部位特異的変異導入によるものであると示唆

された。 

 
Figure 5-21. CD測定結果（30°C） 

各変異株の 30°Cでの CDスペクトルが野生株のそれと同様となったため、変異導入による酵素の構造に

崩れが確認された。  
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5-8. F474残基のまとめ 
 

Scheme 5-2に F474残基の機能をまとめた。F474では脂肪族残基でもオレアナン骨格

の活性が維持されたため、カチオン－π相互作用の働きは大きくないことが示唆された。

そして、Gly、Ala、Val、Leu、Met、Tyr変異株では側鎖のバルクサイズとオレアナン骨

格の相対活性が正の相関を示したため、F474残基は Pheの適切なバルクサイズが基質の

正確な折りたたみに寄与し、通常の環化反応を助けていることが示唆された。 

 

 
Scheme 5-2. F474残基の機能 
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5-9. プロダクトのスペクトルデータ 
 

Product 41 acetate produced by F474A mutant 
 

41-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 5-22、23 にそれぞれ示し

た。プロダクト 41 の 1H-NMR スペクトル（600 MHz, CDCl3）は 5 つのビニリックメチル

の存在を示した（GH (ppm) 1.67, 1.61, 1.61, 1.60, 1.68）。4 つのオレフィンプロトンがGH 

(ppm) 5.22 (1H, bs)と 5.12 (3H, m)で観測され、4 つの二重結合が化合物 41 に存在している

ことを示していた。これにより 41 が 2 環性骨格をもつことが示唆された。HMBC スペク

トルにおいて、2 つのメチル基（Me-23 (GH 0.865, 3H, s)と Me-24 (GH 0.934, 3H, s,)）は C-3 

(GC 81.28, d)、C-4 (GC 37.51, s)、C-5 (GC 41.84, d)、Me-25 (GH 0.902, 3H, s)との相関および C-

5, C-1 (GC 33.75, t)と C-9 (GC 53.80, d)とのクロスピークを示した。更に、ビニリック Me-26 

(GH 1.67, 3H, s)は C-9 と C-7 (GC 118.8, d)との HMBC 相関を示した。これらから、41 が 2 環

性骨格をもつことが示された。驚くべきことに、H-9 (GH 1.23, m)と Me-25 との間に NOE

が観測され、9E-H 配置であることが示唆された。故に、41 はこれまでに天然物としての

報告例のない(9EH)-J-polypodatetraene-3E-ol であると決定された。9D-H 配置へと導くβ－

アミリン骨格の B 環形成が chair型であるのに対して、この構造は B 環に boat型コンフ

ォメーションをもつことが明らかになった。 

 

 
Figure 5-22. 41-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  2244 - 4727  BP = 69[279178]  TIC = 2982472  R.T = 18:42
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Figure 5-23. 41-Acの NMRデータ 
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Product 42 acetate produced by F474A mutant 
42-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 5-24、25 にそれぞれ示し

た。プロダクト 42 (600 MHz, CDCl3)は 1 つのメチリデン基（CH2-26: GH 4.54, 1H, bs; 4.71, 

1H, bs）と 4 つのオレフィンメチル基（GH 1.57, 1.60, 1.60, and 1.68; 3H, s for each of the Me 

signals）と 3 つのオレフィンプロトン（GH 5.12, m, 3H）を示した。よって、42 もまた 2 環

性産物であることが示唆された。H-26 は C-8（GC 148.5, s）、C-9（GC 57.44, d）、C-7（GC 

30.94, t）と HMBC 相関を示した。Me-25（GH 0.930, 3H, s）と H-9（GH 1.59, m）との間に

強い NOE が確認され、42 もまた 9EH配置をもつと確認された。それ故、42 も A/B 環形

成の際に chair-boatコンフォメーションから生成された。polypodatetraene 骨格は 9αH配置

をもつ 2 環性産物と帰属されている。101そこで、9βH配置をもつ 41 と 42 の 2 環性コアを

仮に iso-polypodatetraene 骨格と名づけた。化合物 42 は酵母 OSC Tyr707 変異株による酵素

産物の 1 つとして報告された。72 

 

 
Figure 5-24. 42-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 5-25. 42-Ac の NMR データ  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  2347 - 4727  BP = 69[119729]  TIC = 1110493  R.T = 19:23

0%

50%

100%

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500m/z-->

55

69

81

95
107121
135

147161
175
189203215229255271 339 393408 468



194 
 

Product 43 acetate produced by F474A mutant 
43-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 5-26、27 にそれぞれ示し

た。詳細な 2D NMR 解析はプロダクト 43 と 44 も 2 環性トリテルペンであることを示し

た。しかしながら、Me-25 と H-9 との間に NOE は観測されず、H-5 と H-9 との間に明確

な NOE が観測されたことから、43 と 44 が 9α-H 配置をもち、β－アミリンの生合成経路

に従った chair-chairコンフォメーションで生産されたことがわかった。プロダクト 11 と

12 は Cratoxylum cohinchinens から単離された。102 43 と 44 の 3-デオキシ誘導体は

polypodiaceousや aspidiaceous植物からシダ成分として最初に単離された。101 

 

 

Figure 5-26. 43-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

Figure 5-27. 43-Ac の NMR データ  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  2512 - 4727  BP = 69[616822]  TIC = 5358601  R.T = 20:30
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Product 44 acetate produced by F474A mutant 
 

44-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 5-28、29 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 5-28. 44-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

 

 

Figure 5-29. 44-Ac の NMR データ 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  2805 - 4727  BP = 69[1407035]  TIC = 13994217  R.T = 22:30
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Product 45 acetate from F474A mutant 
45-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 5-30、31 にそれぞれ示し

た。プロダクト 45 の 1H-NMR（600 MHz, C6D6）は 5 つのビニリックメチル基（GH 1.70, 

1.72, 1.76, 1.80, 1.80; 3H, s, for each of the signals）示した。HMBC スペクトルにおいて、

Me-26（GH 1.72, 3H, s）は C-8（GC 126.2, s）、C-9（GC 139.9, s）とクロスピークを示した。

故に、13 の構造は polypoda-8(9)-13,17,21-tetraen-3β-ol として帰属された。Lodeiro らは、

43－45 は SiO2 で処理された 1 から人工物として生産されたと指摘した。26 しかしながら、

43 と 44 の高い生産が人工物としての可能性を否定した。加えて、41 と 42 が人工物では

なく、26相対的に高収量で生産されたことを示した（Table 5-5）。それゆえ、41－44 は人

工物ではなく、酵素産物であった。プロダクト 45 はシロイヌナズナ At5g42600 遺伝子産

物の酵素産物として単離された。29 

 

 

Figure 5-30. 45-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 5-61. 45-Ac の NMR データ  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  2480 - 2697  BP = 69[514717]  TIC = 5289468  R.T = 20:17
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プロダクト 15 と 10 は F728 変異株から単離されたプロダクトと同一化合物であった。

そして、イネのゲノムマイニングにおいて単離されたトリテルペンの構造と完全に一致

した。（R. Ito et al., Org. Lett., 2011, 13, 2678-2681.） 

 

 

Product 10 acetate from F474A mutant 
(butyrospermol acetate) 

10-Ac の EIMS フラグメントパターンを Figure 5-31 に示した。 

 

Figure 5-31. 15-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

Product 15 acetate from F474A mutant 
(tirucalla-7,24-dien-3β-ol acetate) 

15-Ac の EIMS フラグメントパターンを Figure 5-32 に示した。 

 

Figure 5-32. 10-Ac の EIMS フラグメントパターン 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3531 - 4727  BP = 204[153994]  TIC = 2156254  R.T = 27:25
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Product 46 acetate from F474A mutant 
46-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 5-33、34 にそれぞれ示し

た。1H-NMR スペクトル（400 MHz, C6D6）からプロダクト 46 はビニリックメチル基をも

たないことが示され、46 が 1 の完全に環化されたプロダクトであることが示唆された。

Me-27（GH 1.115, 3H, s）は C-14（GC 158.1, s）、C-18（GC 49.13, d）、C-12（GC 33.97, t）と

HMBC 相関を示した。Me-26（GH 1.199, 3H, s）もまた C-14 とクロスピークを示した。故

に、二重結合は C14-C15 に位置していることがわかった。Me-28（GH 0.933, 3H, s）からの

HMBC クロスピークが C-16（GC 38.02, t）、C-22（GC 35.42, t）で強く観測された。Me-29

と Me-30 の両方で C-20（GC 28.99, s）、C-19（GC 33.43, t）、C-21（GC 37.00, t）との HMBC

相関が見られた。明確な NOE が Me-28（GH 0.933, 3H, s）と H-18（GH 1.17, 1H, ms）との

間に観測された。詳細な NMR 解析により、46 の構造がタラクサステロールであることが

示唆された。近年、タラクサステロール合成酵素をコードする遺伝子が Kalanchoe 

daigremontiana からクローニングされた。103 

 

 
Figure 5-33. 46-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 5-34. 46-Ac の NMR データ  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3909 - 5301  BP = 69[69671]  TIC = 1016963  R.T = 29:58

0%

50%

100%

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500m/z-->

55

69

8195109

119135147161173
189

203215229241
255271283
301
311323355

377

393 453

468



199 
 

Product 47 acetate from F474A mutant 
 

47-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 5-35、36 にそれぞれ示し

た。プロダクトは 47 は F474M 変異株のみにより生産され、他の変異株では生産されなか

った。1H-NMR スペクトル（600 MHz, CDCl3）において、オレフィンメチルプロトンは観

測されなかったことから、47 が 5 環性骨格であることが示唆された。Me-26（GH1.070, 3H, 

s）は C-8（GC 147.6, s）、C-13（GC 37.02, s）、C-14（GC 41.60, s）、C-15（GC 31.66, t）と

HMBC 相関を示した。HOHAHA スペクトルにおいて、H-7（GH 5.46, 1H, br s）は H-6（GH 

1.98,1H, m; 2.12, 1H, m）、H-5（GH 1.36,1H, m）とクロスピークを示した。これらの結果よ

り、二重結合は C7-C8 に位置していることが示唆された。Me-27（GH 1.082, 3H, s）は C-

12（GC 36.06, t）、C-13、C-14、C-18（GC 46.84, d）と HMBC 相関を示した。Me-28（GH 

1.055, 3H, s）は C-16（GC 36.08, t）、C-17（GC 30.94, s）、C-18、C-22（GC 36.57, t）と HMBC

クロスピークを示した。M-29（GH 0.976, 3H, s）と Me-30（GH 0.966, 3H, s）の両方から、

C-19（GC 34.60, t）、C-20（GC 28.23, s）、C-21（GC 33.87, t）と明確な HMBC がが観測された。

NOESY スペクトルにおいて、H-5 と H-9、Me-25 と Me-26、Me-26 と H-18、Me-28 と H-

18、H-18 と Me-30 にそれぞれ相関が見られた。故に、プロダクト 47 はマルチフロレノー

ルであると決定された。Kushiro らはシロイヌナズナ LUP5 の酵素産物の 1 つとして 47 を

報告した。28 

 

 

 

Figure 5-35. 47-Ac の EIMS フラグメントパターン 
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Figure 5-36. 47-Acの NMRデータ 
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6-1. 背景と目的 
 
【Oryza sativa L.について】 

Oryza sativa L.（イネ）により生産される米は小麦やトウモロコシと並ぶ世界三大穀物の
一つであり、世界の半分の人々の主食である。イネゲノム解読は 1998年に日本が中心とな
って世界中の研究機関が結成したプロジェクトが発足した（IRGSP）。その中で、日本は
イネ染色体の半数の 6本の染色体を担当した。そして 2004年 12月にイネゲノムの完全解
読が終了した。 

 
 
【イネ由来 OSC】 
植物では一次代謝産物として細胞膜成分である β－シトステロールを生合成することが知
られている。シクロアルテノールは β－シトステロール生合成の前駆物質であり、2,3－オ
キシドスクアレンが OSCにより環化されることで生成される。これまでに多くの植物種か
らシクロアルテノール合成酵素遺伝子が同定されてきた。イネの米ぬかからはシクロアル

テノールのフェルラ酸エステル誘導体である γ‐オリザノール（Figure 6-1）が同定されて
おり、遺伝子解析からもシクロアルテノール合成酵素遺伝子の存在が示唆されてきた。し

かしながら、実験的にシクロアルテノール合成酵素遺伝子の同定には至っていなかった。 
また、植物に普遍的に存在している β‐アミリンなどの OSC 産物はイネの化学成分分析
からも未だに見出されていなかった。そこで、当研究室ではイネにシクロアルテノール合

成酵素以外の OSCが存在するのかどうか調べることを目的として研究を行ってきた。 
 

 
 
Figure 6-1. Cycloartenol trans-ferulate（γ-oryzanol）の構造 
γ－オリザノールは米ぬかに特有の成分であり、コレステロールの吸収を抑える作用や更年期障害などの

不定愁訴に効用があるとして医薬品として用いられている。また、紫外線防止のために化粧品にも用いら

れている。 
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【当研究室でのイネ由来 OSC研究】 

当研究室 宇佐美は既知の OSCのアミノ酸配列を queryとして BLAST検索を行い、イ

ネから 6つの OSC候補遺伝子を見出した。宇佐美によりこれら 6つの OSC候補遺伝子は

OsOSC1-6と名づけられた。 

その後、当研究室の橋本、森により OsOSC1-6の機能解析が行なわれ、それぞれ Table 6-

1 に示したように機能が決定された。（宇佐美 卒業論文 2005、橋本 修士論文 2009、

森 修士論文 2009） 

 

Table 6-1. イネの 6つの OSCオーソログとその機能 
Gene 
name 

Accession 
number 

Chromosome 
number 

ORF 
(bps) Function 

OsOSC1 AK121211 2 2280 cycloartenol synthase 
OsOSC2 AK066327 11 2280 parkeol synthase 
OsOSC3 AK068026 11 2013 偽遺伝子あるいは酵母内で発現しなかった 
OsOSC4 AK067451 11 2289 偽遺伝子あるいは酵母内で発現しなかった 
OsOSC5 AK072702 11 2271 偽遺伝子あるいは酵母内で発現しなかった 
OsOSC6 AK070534 11 2283 achilleol B synthase 

 
 

Chromosome number は何番目の染色体に位置しているのかを意味している。イネの第 11

番染色体と第 12 番染色体には、耐病性の遺伝子が多くあるという報告があることから、

OsOSC2～6はイネの自己防衛に関連する物質を生産する OSCであるかもしれない。 

Parkeolはこれまでに Gemmata属からラノステロールと共に生産される 92ことが報告され

た他に、シロイヌナズナ CAS1の副産物として 1%程度生産する 49,93ことが報告されている。

しかしながら、Parkeolのみを生産する OSCが報告された例はなく、OsOSC2は Parkeolの

みを生産する OSCとして始めての報告であった。OsOSC6の生産する Achilleol Bは非常に

珍しいセコ型トリテルペンであり、セコ型トリテルペンを生産する OSCとしては 3例目の

報告であった。  
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【Osbournらによるイネ由来 OSC研究 88】 

また、Osbournらによってもイネ由来の OSC遺伝子（Os11g08569および Os11g35710遺

伝子産物）が機能解析され、それぞれパルケオール合成酵素（当研究室の OsOSC2 と同一

遺伝子）とイソアルボリノール合成酵素であることが同定された。イソアルボリノールは

5 環性トリテルペンであり、反応機構的にプロトステリルカチオン（chair-boat-chair-chair

型；C-B-C-C型）を経由して生じると推定された。E環まで形成する C-B-C-C型 OSCとし

てはこのイソアルボリノール合成酵素が初めての報告例であった。当研究室でイソアルボ

リノール合成酵素を見出すことができなかった理由は、この酵素が OSCとしては非常に小

さなタンパク（422アミノ酸）であったためであった。従来報告されてきた OSC はおおよ

そ 600～800アミノ酸で構成される比較的大きなタンパクであったため、当研究室 宇佐美

はイネゲノムから OSC候補遺伝子をスクリーニングする際に条件の一つとして 500アミノ

酸以上から成るタンパクを発現する遺伝子を候補遺伝子としていた。そのため、イソアル

ボリノール合成酵素はスクリーニング段階では OsOSC9 としてピックアップされていたが、

最終的には候補遺伝子から除外されてしまった。（宇佐美 2005、卒業論文） 

 

 

Figure 6-2. イソアルボリノールの構造 
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6-2. OsOSC6について 
 

OsOSC6 の機能解析は当研究室の森により行なわれ、そのメインプロダクトが Achilleol 
B（90%）であり、10%のマイナープロダクトを生産することが報告された。Achilleol B は
Scheme 6-1 に示したように、オレアニルカチオンを経由して生成されると予想された。オ
レアニルカチオンを経由して生成されるトリテルペンには β－アミリンや α－アミリンな
どがある。このため、反応機構的に考えた場合、OsOSC6 は β－アミリン合成酵素から派
生したのではないかと予想した。10%のマイナープロダクトの中に β－アミリンが含まれ
れば、この予想がより確かなものになると考え、本研究ではマイナープロダクトの同定を

行った。また、系統的な考察も行うためにイネ由来 OSC を含めた植物 OSC の系統樹解析
も行った。 
 

 
Scheme 6-1. OXSQから Achilleol Bを生成する反応機構 
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6-3. OsOSC6微量成分の同定 
 

1) pYES2-OsOSC6プラスミドを導入した酵母 GIL77株を 150 L（森：100 L、私：50 L）
大量培養した。 

2) 培養後、菌体を遠心分離（9,000 rpm, 5 min, 4°C）し、集菌した。 
3) ペレットを 3 Lの 15% KOH/MeOHでケン化（煮沸後 3 h）した。 
4) 菌体をブフナー漏斗で濾過し、MeOH 層を等量（1 L）のヘキサンで 3 回抽出した

（合計 9 L）。 
5) 上記 3）、4）の操作を 3回繰り返し、合計 9 Lの 15% KOH/MeOHと 27 Lのヘキサン

を使用した。 
6) 脂質成分をエバポレーターで濃縮した。 
7) SiO2カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝100：0－100：5）により

分画した（Figure 6-3）。 
8) プロダクトを含むフラクションをアセチル化（Ac2O/py）し、更に SiO2カラムクロ

マトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝100：0－100：3）によりアセチル化され
たプロダクトと Dioxidosqualeneおよび極性の高い物質を分離した。 

9) 順相 HPLC によりプロダクトを単離した（HPLC 前のプロダクトミクスチャー重量
7.0 mg；森の 4.8 mgと私の 2.2 mgの合計）。 
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【結果】 
 

 
Figure 6-3. SiO2カラムクロマトグラフィーでの OsOSC6ヘキサン抽出物の粗分け 
展開溶媒 ヘキサン : EtOAc = 100 : 20、Fr 6-8の重量: 16.7 mg（50 L培養分） 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 6-4. プロダクトを含むフラクションをまとめた
TLC 
1: コントロール(OsOSC6ヘキサン抽出物) 

2: アセチル化前のプロダクトを含むフラクション 

3: アセチル化後のプロダクトを含むフラクション 

(展開溶媒 ヘキサン : EtOAc = 100 : 20) 
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Figure 6-5. HPLC結果 

2: β-amyrin acetate 

36: α-amyrin acetate 

minor product 

Product 36 

 

Product 8 

minor product 

14: dammara-20,24-dien-3β-ol 

acetate 

Column: GL Science Inertsil SIL-100A 250 x 4.6 mm 
Solvent: Hexane : Chloroform = 100 : 0.1 
検出波長: 210 nm   Flow: 0.6 mL/ min 

10: butyrospermol acetate 

Product 14 

Product 10 + 15 

15: tirucalla-7,24-dien-3β-ol 

acetate 

37: ψ-taraxasterol acetate 

52: Achilleol B acetate 

Product 52 
Product 2 + 37 
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6-4. OsOSC6のプロダクトプロファイル 
 

OsOSC6 の微量成分の構造を決定したので、OsOSC6 産物がどのような生成比率で生成さ
れるのかを決定した。また、OsOSC6のもつ反応機構を推定した。 
 
【方法】 

1） pYES2OsOSC6を導入した S.cerevisiae GIL77 をシード培養、本培養、誘導、後培養し
た(本培養で 5 L分の菌体を培養した)。 

2） 15 % (w/v) KOH/ MeOH 200mLで菌体を懸濁し、ホットスターラーで煮沸してから
2 hr鹸化した。 

3） 菌体をブフナー漏斗で濾過した。 
4） 3)で生じた菌体カスを回収し、2)、3)の操作を 3回行ない、完全に鹸化した。 
5） 濾液を等量のヘキサン( 600 mL )で 3回抽出した。 
6） SiO2カラムクロマトグラフィー(ヘキサン: EtOAc＝ 100: 5)によりヘキサン抽出物か

らスクアレン、オキシドスクアレン、エルゴステロールを除いた。(結果は Fig. 8-4) 
7） GCで生成比率を決定した。微量成分の詳細な比率は HPLC 前のサンプルを GC 解

析し、決定した。 
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【結果と考察】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6-6. OsOSC6の Achilleol Bと微量成分の生成比率(GC chart) 
GCカラム： J&W, DB-1, capillary (Length 30 m, I.D.0.32 mm, Film Thickness 0.25 µm)、注入口温度： 300°C、カラム温度：220-270°C (2°C/min)、 270°C (20 min)、

270-290°C (2°C/min) 

Achilleol B 

Minor Products 

90% 

10% 
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Figure 6-7. OsOSC6の微量成分の詳細な生成比率(GC chart) 

Figure 6-5に示した HPLCを通す前のサンプルを GC解析することにより OsOSC6の微量成分の生成比率

を決定した。 

GCカラム： J&W, DB-1, capillary (Length 30 m, I.D.0.32 mm, Film Thickness 0.25 µm)、注入口温度： 300°C、

カラム温度：220-270°C (2°C/min)、 270°C (20 min)、270-290°C (2°C/min) 
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2.92% 
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Scheme 6-2. OsOSC6の推定反応機構 

プロダクト名は以下のとおりである。 

52: Achilleol B、14: Dammara-20,24-dien-3β-ol、10: Butyrospermol、15: Tirucalla-7,24-dien-3β-ol、2:  β-amyrin、

37:  ψ-taraxasterol、36:  α-amyrin 
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OsOSC6の生合成機構をScheme 6-2に示した。DCTAモチーフのアスパラギン酸による

OXSQ 1へのプロトン付加が引き金となり、ダンマレニルカチオン6が形成される。Me-21

からのプロトン脱離によりDammara-20,24-dien-3β-ol 14が生じる。6からのハイドライドと

Me基の転位によりC-8カチオンである16が形成される。16からH-7が脱離することで、

butyrospermol 10（20R-配置に由来）とtirucalla-7,24-dien-3β-ol 15（20S-配置）が生産され

た。4環性カチオン6は環拡張することでバッカレニルカチオン7を経由して更に環化する

ことで5環性ルパニルカチオン8に変換される。8の更なる環拡張によりオレアニルカチオ

ン9へと導かれる。C20α-MeのC19カチオンへの1,2－転位によりタラクサステリルカチオ

ン31が与えられた。31のH-21が脱プロトンすることでψ－タラクサステロール37が形成さ

れた。アンチペリプラナー様式での1,2－ハイドライドシフトによりウルサニルカチオン

32が形成され、引き続くH-12αの脱離によりα－アミリン36が得られた。H-18αとH-13βの

ハイドライドシフトを経てカチオン49が与えられた。49のH-12αのプロトン脱離によりβ

－アミリン2が形成された。C8-C14とC10-C-9のC-C結合の開裂（Grob開裂）により51が生

じ、引き続くMe-25からの脱プロトンによりachilleol B 52（セコ型トリテルペン）が得ら

れた。OsOSC6によるβ－アミリン2（5環性オレアニルカチオン9）の生産が確認されたこ

とから、achilleol Bの形成がたしかにオレアニルカチオン9を経由していることが示唆され

た。 

OsOSC6はAchilleol Bをメインプロダクトとして90%生産し、6つのマイナープロダクト

を10%生産した。これまでセコ型トリテルペン合成酵素の報告例はシロイヌナズナ由来マ

ルネラール合成酵素とβ,α－セコ－アミリン合成酵素の2例のみであった。29,30そのため、

Achilleol B合成酵素はセコ型OSCとして3例目の報告となった。酵素キャビティ内で基質

OXSQ 1はchair-boat-chair-chair型で折りたたまれて環化されるとプロトステリルカチオン

を経由してシクロアルテノールやパルケオールが形成されるが、OsOSC6は1をchair-chair-

chair-boat-boat型に折りたたんで環化し、ダンマレニルカチオン6を経由してプロダクト52

と2、14、36、37を生産した。 

OSCが C－C結合の解裂（Grob解裂）を触媒することがわかってきたが、どのような残

基がそのような機能の由縁となっているのかは未解明である。植物の化学成分分析から

はこれまでに複数のセコ型トリテルペンが見出されてきているだけに、その詳細な機能

解析及び植物体内でのどのように働いているのか、今後解明されることが期待される。 
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6-5. OsOSC6の進化過程 
イネ由来 OSC を含めて OSC の系統樹を作成した（Figure 6-8）。Figure 6-8 から、OSC

は系統的にプロトステリルカチオンを経由する OSC（プロトステリル型 OSC）とダンマ

レニルカチオンを経由する OSC（ダンマレニル型 OSC）とに分類できることがわかった。

そして、OsOSC1～3はプロトステリル型 OSCに、OsOSC4～6はダンマレニル型 OSCに

それぞれ分類された。また、第 1 章 1-4-9 でも述べたように、β－アミリン合成酵素は単

子葉植物と双子葉植物とで異なる進化過程をもっている可能性が Osbournらにより指摘さ

れてきた。35 Figure 6-8 のとおり、β－アミリン合成酵素は単子葉植物と双子葉植物で異

なるクレードを構成したことから、本研究においても Osbournらの指摘を支持する結果が

得られた。そして、OsOSC6 は単子葉植物の β－アミリン合成酵素のクレードに属してい

たため、系統解析的にもβ－アミリン合成酵素から派生してきた可能性が支持された。 

そして、Table 6-2 にはタンパク相同性（右上）と活性部位相同性（左下）を示した。

AsbAS1が単子葉植物であるセイヨウチャヒキの β-アミリン合成酵素である。Table 6-2に

おいて、ダンマレニル型 OSC について着目して考える。青色部分（双子葉ダンマレニル

型 OSC どうしの比較）では、そのタンパク相同性は 60～80%程度、活性部位相同性は

80%以上である。黄色部分（単子葉 β－アミリン合成酵素どうしの比較）ではタンパク相

同性 67%、活性部位相同性 85%であった。このことから、双子葉どうしあるいは単子葉

どうしではダンマレニル型 OSC は高い相同性を示すことがわかった。一方、紫色部分

（単子葉 β－アミリン合成酵素と双子葉ダンマレニル型 OSC との比較）を見ると、その

タンパク相同性は 50%程度、活性部位相同性は 40～50%程度であり、類似した反応を触

媒する酵素としては低い相同性を示した。この結果は、単子葉植物と双子葉植物の β－ア

ミリン合成酵素が異なる進化過程を有しているとの可能性を更に裏付けるものとなった。 

以上のことをまとめると、β－アミリン合成酵素は単子葉植物と双子葉植物で異なる進

化過程を有しており、OsOSC6 は単子葉植物の β－アミリン合成酵素から派生してできた

と考えられる。つまり、OsOSC6 が反応機構的にも系統解析的にも β－アミリン合成酵素

に由来することを示唆する結果を得ることができた。 
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Figure 6-8. OSCの系統樹 

OSCのアミノ酸配列を NCBIの Protein検索から機能同定されている OSCタンパクを抽出した。マルチ

プルアライメントを Clustal W（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp）により作成し、系統樹を MEGA 4100におけ

る近接結合法（neighbor-joining method）により構築した。赤線：プロトステリルカチオン型 OSCとダン

マレニルカチオン型 OSCの分岐線、橙色枠：ラノステロール合成酵素のクレード、黄色枠：植物シクロ

アルテノール合成酵素のクレード、緑色枠：シロイヌナズナ PENクレード、赤枠：シロイヌナズナ LUP

クレード水色枠：β－アミリン合成酵素のクレード、、紫色枠：双子葉植物ルペオール合成酵素のクレー

ド OsOSC6 は単子葉植物β－アミリン合成酵素のクレードに分類された。略語の説明は次頁に記載した。 
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Figure 6-8に示した各酵素の表記法は次のとおりである。語頭の 2文字は種名を表しており、そのあとに

続く文字が酵素名を表している。 

 

種名は以下の通りの略字である。 

At: Arabidopsis thaliana （シロイヌナズナ）、Os: Oryza sativa （イネ）、Cr: Chlamydomonas reinhardtii 

（コナミドリムシ）、Lj: Lotus japonicas （ミヤコグサ）、As: Avena strigosa （セイヨウチャヒキ）、Dz: 

Dioscorea zingiberensis （黄姜（生姜の一種））、Cp: Cucurbita pepo （ペポカボチャ）、Betula platyphylla 

（シラカンバ）、Ca: Centella asiatica （ツボクサ）、Pg: Panax ginseng （オタネニンジン）、Gg: 

Glycyrrhiza glabra （スペインカンゾウ）、Ps: Pisum sativum （エンドウ）、Ws: Withania somnifera （アシ

ュワガンダ）、Sl: Solanum lycopersicum （トマト）、Am: Abies magnifica （カリフォルニアアカモミ）、

To: Taraxacum officinale （セイヨウタンポポ）、Oe: Olea europaea （オリーブ）、Kc: Kandelia candel 

（メヒルギ）、Rc: Ricinus communis （トウゴマ）、Gs: Gentiana straminea （リンドウ科リンドウ属）、

Aa: Artemisia annua （クソニンジン）、Gu: Glycyrrhiza uralensis （カンゾウ（ウラルカンゾウ））、Gm: 

Glycine max （ダイズ）、Pt: Polygala tenuifolia （イトヒメハギ）、Vh: Vaccaria hispanica （ドウカンソ

ウ）、Et: Euphorbia tirucalli （ミドリサンゴ）、Bg: Bruguiera gymnorhiza （オヒルギ）、Hs: Homo 

sapiens （ヒト）、Bt: Bos taurus （ウシ）、Rn: Rattus norvegicus （ドブネズミ）、Mm: Mus musculus （ハ

ツカネズミ）、Xt: Xenopus (Silurana) tropicalis （アフリカツメガエル）、Dr: Danio rerio （ゼブラフィッ

シュ）、Sp: Schizosaccharomyces pombe （分裂酵母）、Pc: Pneumocystis carinii （カリニ肺炎を引き起こ

す原虫）、Gl: Ganoderma lucidum （マンネンタケ）、Af: Aspergillus fumigatus Af293 （子嚢菌）、Sc: 

Saccharomyces cerevisiae （出芽酵母）、Sa: Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 （バクテリア）、Av: Avena 

ventricosa （カラスムギ属）、Mt: Medicago truncatula （タルウマゴヤシ） 

 

酵素名は以下の通りの略字である。 

PEN1~6: シロイヌナズナ PENクレードに分類される OSC 

LUP1~5: シロイヌナズナ LUPクレードに分類される OSC 

CAS1: シロイヌナズナ シクロアルテノール合成酵素 

LSS1: シロイヌナズナ ラノステロール合成酵素 

OSC1~6: イネの OSC 

CAS: シクロアルテノール合成酵素 

LAS: ラノステロール合成酵素 

LUS: ルペオール合成酵素 

bAS:  β－アミリン合成酵素 
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Table 6-2. 14種類の OSCと SHCの相同性比較（右上：タンパク相同性、左下：活性部位

残基相同性） 

赤色残基：プロトステリルカチオンを中間体にもつ OSC 

黄色残基：単子葉の β-アミリン合成酵素 

青色残基：双子葉のダンマレニルカチオンを中間体にもつ OSC 
Hs

LA
S

Os
OS

C1

Os
OS

C2

Lj
LA

S

At
LS

S1

At
CA

S1

Os
OS

C6

As
bA

S1

At
LU

P1

To
LU

S

Lj
LU

S

Pg
bA

S

Ps
bA

S

Et
bA

S

Aa
SH

C

HsLAS 39 34 37 39 40 33 34 34 35 34 34 33 33 19
OsOSC1 92 71 63 62 74 55 54 54 60 58 58 58 57 17
OsOSC2 58 62 58 56 64 52 50 52 56 54 55 54 53 15
LjLAS 81 81 58 65 65 49 48 50 58 56 53 53 54 15
AtLSS1 92 92 65 88 64 48 48 45 54 54 54 52 54 15
AtCAS1 92 100 62 81 92 53 53 54 60 59 58 56 59 14
OsOSC6 65 65 50 69 73 65 67 45 47 46 48 47 45 13
AsbAS1 65 69 50 50 65 65 85 46 50 48 48 47 46 14
AtLUP1 46 42 54 42 46 42 42 38 57 55 69 69 69 13
ToLUS 58 54 65 65 58 54 42 42 81 73 63 61 63 18
LjLUS 58 54 62 50 58 54 42 42 81 92 60 58 59 15
PgbAS 65 62 62 58 62 62 50 50 77 88 85 79 81 10
PsbAS 65 62 62 58 65 62 50 50 81 88 85 96 81 17
EtbAS 65 62 62 58 69 62 50 50 77 88 85 100 96 17
AaSHC 31 35 38 31 38 35 31 100 35 38 38 38 38 38

赤色部分：プロトステリルカチオンを反応中間体にもつ OSC同士の比較 

橙色部分：反応中間体にプロトステリルカチオンをもつ OSCと単子葉の β－アミリン合成酵素との比較 

黄色部分：単子葉の β－アミリン合成酵素同士の比較 

紫色部分：単子葉の β－アミリン合成酵素と双子葉の双子葉のダンマレニルカチオンを反応中間体にも

つ OSCとの比較 

灰色部分：反応中間体にプロトステリルカチオンをもつ OSC と双子葉のダンマレニルカチオンをもつ

OSCとの比較 

青色部分：双子葉のダンマレニルカチオンを反応中間体にもつ OSC同士の比較 

活性部位残基相同性でピックアップした残基は、ヒト OSC結晶構造解析 11で指摘された活性部位残基で

ある。 
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6-6. OsOSC6 微量成分のスペクトルデータ 
 
Product 14 acetate 
（EtAS F413 Product 5-Ac と同一化合物） 

14-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 6-9、10 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 6-9. 14-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 6-10. 14-Ac の NMR データ  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  4053 - 5674  BP = 189[838736]  TIC = 12469073  R.T = 30:56
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Product 2 acetate 
（β-amyrin-Ac） 

2-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 6-10、11 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 6-11. 2-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 6-12. 2-Ac の NMR データ 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3646 - 4727  BP = 218[443333]  TIC = 2936432  R.T = 28:11
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Product 10 acetate 
（butyrospermol-Ac） 

10-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 6-13、14 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 6-13. 10-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 6-14. 10-Ac の NMR データ 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  4189 - 4556  BP = 69[497999]  TIC = 8524218  R.T = 31:52
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Product 36 acetate 
（α-amyrin-Ac） 

36-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 6-15、16 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 6-15. 36-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 6-16. 36-Ac の NMR データ 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3221 - 4272  BP = 218[2193531]  TIC = 13108595  R.T = 25:18
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Product 15 acetate 
（tirucalla-7,24-dien-3β-ol-Ac） 

15-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 6-17、18 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 6-17.15-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 
Figure 6-18. 15-Ac の NMR データ 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  4374 - 4556  BP = 69[66789]  TIC = 1030491  R.T = 33:07
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Product 37 acetate 
（ψ-taraxasterol-Ac） 

37-Ac の EIMS フラグメントパターンと NMR データを Figure 6-19、20 にそれぞれ示した。 

 

 

Figure 6-19. 37-Ac の EIMS フラグメントパターン 

 

 

Figure 6-20. 37-Ac の NMR データ 

  

[ｽﾍﾟｸﾄﾙ]  3665 - 4287  BP = 189[2131515]  TIC = 18563093  R.T = 28:19
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7-1. EtAS酵素学的諸性質 
【結果の要約】 

・ EtAS の完全精製に成功し、至適反応条件（30°C、pH 7.0、0.05% Triton X-100）を決

定した。 

・ 速度論定数（Km: 33.8 ± 0.53µM、 kcat: 46.4 ± 0.68 min-1、比活性： 352 ± 11.8 

nmol/min/mg）を決定した。OSC でを kcat決定した 3 例目となり、従来の報告例より

も非常に高い値を示した。 

・ 5～30°Cの範囲ではタンパクの構造に崩れがないことを確認した（CD測定）。 

・ 3 種の阻害剤（iminoSQ、Ro 48-8071、U18666A）について阻害定数（IC50、Ki、阻害

様式）を決定した。 

・ 環化開始部位への変異導入により、D485 はプロトン付加により環化開始に直接関わ

り、C486 と C564 は D485 の酸性度を高めていることが示唆された。また、C564 の

方が C486よりもその役割が大きいとわかった。また、酵母 in vivo相対活性測定が in 

vitro速度論解析の代替になり得ることがわかった。 

 

 

Table 7-1. 種々のトリテルペン環化酵素の速度論定数 

 
KM 
(µM) 

kcat 
(min-1) 

kcat/KM 
(µM-1 min-1) 

Specific activity 
(nmol min-1mg-1) 

EtAS  33.8 ± 0.53 46.4 ± 0.68  1.37 ± 0.21 352 ± 11.8 

Bovine lanosterol synthase 82 11 1.6 x 10-2  1.45 x 10-3  1.747 

Rat lanosterol synthase 89,90,83 
15 89 
55 90 
86 83 

3.0 x 10-2  89 
NR 
NR 

2 x 10-3  89 

NR 
NR 

8.8 x 10-2  89 
26.16 90 
NR 

S. cerevisiae lanosterol synthase 91 18 NR NR 40.8 

SHC 57,83,85  
16.7 57 
1.6 83 
38 85 

289 57 
2.4 83 
72 85 

17.3 57 
1.5 83 
1.89 85 

1910 57 
NR 
NR 

NR: not reported. 

 

EtASとこれまでに報告されているトリテルペン環化酵素の速度論定数を Table 7-1にま

とめた。OSCとして kcatを決定した 3例目となった。EtASの Km値はこれまでに報告され

てきたトリテルペン環化酵素と類似の値を示した一方、EtAS の kcat値や比活性はこれま

でに報告されてきた OSC のそれより非常に高い値を示した。このことは、酵素精製の段

階で酵素の活性が維持され、天然に近い活性が得られたと考えている。 

ゲルろ過 HPLCからは EtASがモノマーであり、ヒト ラノステロール合成酵素 24と同

様の高次構造であることがわかった。また、CD 測定から 5～30°Cの範囲ではタンパクの

構造に崩れはなく、それ以上ではその構造が崩れていくことがわかった。EtASは OSCと
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して CD測定を行った初めての例となった。 

阻害剤を用いた酵素反応では、3 種の阻害剤（2,3-iminosqualene; iminoSQ、Ro 48-8071、

U18666A）について検討した（Figure 7-1）。なお、iminoSQ は市販品がなかったため、有

機合成により調製した。iminoSQ は基質 OXSQ をミミックした阻害剤であるにもかかわ

らず、その阻害実験例は少なく、本研究が 3例目の報告となった。そして、iminoSQは従

来の 2例と比べて EtAS活性を強力に阻害し、30.9 nMの IC50値と 13.4 nMの Ki値を示し

た。iminoSQの N原子は生理的 pHではプロトン化され、アジリジウムイオンとなってお

り、これはプロトン化されたオキシラン環をミミックしているために、拮抗阻害により

EtAS活性を阻害したと考えられる。 

 

Figure 7-1. 用いた阻害剤の構造  

 

Ro48-8071 もまた強力な阻害剤であった（IC50：10.7 nM、Ki：7.0 nM）。Ro48-8071 は

ウシ 82、ラット 81,83、ヒト 11,24,84由来のラノステロール合成酵素や SHC83,85に対しても強

力な阻害を示した。Lineweaver-Burk plot では混合型阻害であると示されたが、ヒト OSC 

X線結晶構造解析では拮抗阻害と報告された。この速度論解析と X－線データとの間の不

一致について、Rufら 24や Lenhartら 85の報告より、EtASでも拮抗阻害を受けている可能

性が考えられる。ヒト OSC 結晶構造解析から、Ro48-8071 は活性部位においてトリテル

ペン環化酵素間で高度に保存されている残基とインタラクションしており、そのために

高い阻害活性を示した可能性が考えられる。11 

U18666Aはラット肝臓 OSCとエンドウの β－アミリン合成酵素で IC50の報告はあるが、

阻害様式の報告はなく、EtASはトリテルペン環化酵素として U18666Aにより受ける阻害

様式（非拮抗阻害）を決定した初めての例となった。非拮抗阻害は阻害剤が活性部位以

外に結合する阻害様式であるため、U18666Aは EtASの活性部位以外に結合し、酵素の高

次構造を変化させたために酵素活性を低下させたと考えられる。 
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OSCでの DCTAEモチーフは SHCの DXDDモチーフに相当し、いずれも高度に保存さ

れている。当研究室では SHCでの DXDDモチーフを部位特異的変異導入した変異酵素の

速度論解析から、このモチーフが SHC の環化開始のプロトン付加を担うことを証明した。
57OSC でこのモチーフに関して変異株を用いた速度論解析話されていなかったため、

EtASにおいてこのモチーフ内の D485、C486およびモチーフ外の C564の変異株の速度論

解析を行った。C564はヒト OSCで D485の酸性度を高めると予想されていた残基である。
11 

これらの残基の変異株の in vitroでの速度論定数と酵母 in vivoでの相対活性を Table 7-2

に示した。D485 残基はいずれの変異株でも失活したことから、環化開始のプロトンドナ

ーとして働き、長さも非常に重要であることが示唆された。また、C486A と C564A とも

に活性の低下が見られたため、D485 と水素結合して D485 の酸性度を高めていることが

示唆された。そして、C564 の方が著しく活性が低下したため、その役割が大きいことが

考えられる。また、いずれの変異株の CDスペクトルも野生株のそれとほぼ同様の結果を

示したことから、変異株の高次構造には変化がなく、酵素活性の低下は部位特異的変異

導入によるものであることがわかった。 

また、in vitroと in vivoでの結果がほぼ一致したため、in vivo実験が in vitro実験の代替

になり得ることを示している。これは、in vitro で非常に活性が弱く、Kmや kcatの測定が

困難な変異株や発現量が低く活性測定が困難な変異株について有効であると考えられる。 

 

Table 7-2. D485N、D485E、C486A、C564Aの酵素活性比較 

 
KM 

(µM) 
kcat 

(min-1) 
kcat/KM 

(µM-1 min-1) 
Specific activity 
(nmol min-1mg-1) 

Relative activity 
(%) to the 

specific activity 

in vivo 
relative 

activity (%) 

Wild 33.8 ± 0.53 46.4 ± 
0.68 1.37 ± 0.21 352 ± 11.8 100 100 

D485N ND ND ND ND 0 0 

D485E ND ND ND ND 0 0 

C486A 34.8 ± 3.4 20.4 ± 1.0 0.59 ± 0.03 163 ± 5.7 46 58 ± 5.5 

C564A 51.1 ± 4.1 0.77 ± 3.6 
x 10-3 

0.015 ± 6.9 x 
10-5 5.79 ± 0.085 1.6 2.5 ± 0.57 
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7-2. F728、F474残基の機能 
【要約】 

・ Scheme 7-1に各残基の機能をまとめた。 

・ F728 残基はカチオン－π相互作用により 4 環性および 5 環性カチオンを安定化して

いる。特に 2級カチオンであるバッカレニルカチオン、オレアニルカチオンの安定化

に関与している。 

・ F474 残基は B 環の近傍に存在し、そのバルクサイズにより基質の正確な折りたたみ

に関与している。 

 

 

Scheme 7-1. F728と F474残基の機能 

 

EtAS F728、F474 残基は SHC F601、F365 および酵母ラノステロール合成酵素

（ScLAS）F699、F445 残基にそれぞれ相当する。SHC F601 と F365 や ScLAS F699、

F445 がカチオン－π相互作用の機能を有していることが報告されてきた。22,55,56,69 本研究

で EtAS F728残基には SHC F601残基や ScLAS F699残基と同様にカチオン－π相互

作用により中間体カチオンを安定化していることがわかったが、F474 残基にはカチオン

－π相互作用の機能は少なく、Phe の適切なバルクサイズが基質の正確な折りたたみに寄

与し、通常の環化反応を助けていることが示唆された。このことから、同じトリテルペ

ン環化酵素で高度に保存されている残基どうしでも環化酵素ごとに異なる機能をもつこ

とがあると示された。以下 8-2-1～8-2-2に EtAS F728、F474残基個々の機能をまとめた。  
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7-2-1. F728残基について 
 

F728 残基は SHC F601 残基に相当する。SHC F601 残基は当研究室によりカチオン

－π相互作用により 3環性および４環性カチオンを安定化していることが報告されてきた。
43,68OSC では変異体の酵素活性が見積もられてこなかったため、カチオン－π相互作用の

証明には至っていなかった。そこで F728 残基もカチオン－π相互作用の機能があると予

想し、変異株の酵素活性に着目して研究を行った。 

F728変異株産物の推定生合成機構を Scheme 7-2に示した。プロダクトが主に 4環性お

よび 5 環性であったため、F728 残基は D/E 環の近傍に存在することが示唆された。そし

て、F728Hが主生産したゲルマニコールは Hisがオレアニルカチオンから直接プロトンを

引き抜く塩基として働いたために生産されたと考えられる。F728W からは天然でも非常

に珍しいイソウルセノールが生産された。 

そして酵母 in vivoでの相対活性測定（Figure 7-2）から、野生株と同じ芳香族残基であ

る Y 変異株で活性が維持され、脂肪族残基ではサイズに拠らず著しく活性が低下したた

め、F728 残基の機能がカチオン－π相互作用による中間体カチオンの安定化であると示

唆された。また、芳香族残基である H、W 変異株で活性が低下した理由は、次のように

考えられる。H変異株は Hisが一部プロトン化され、芳香環として機能しなかったため。

W 変異株は大きすぎる側鎖のバルクサイズが周辺の残基の配向にも影響したためと考え

られ、SHC F365Wや F605Wで活性が低下した場合と同様の現象のために活性が低下し

たと考えられる。 

また、変異株の CD 測定結果が野生株のそれと同様の結果を示したことから、変異株

の活性の低下が酵素高次構造の崩れではなく、部位特異的なアミノ酸置換によるもので

あることが確かめられた。 

以上の結果から、F728残基はカチオン－π相互作用により 4環性および 5環性カチオ

ンの安定化に関与しており、特に 2級カチオンであるバッカレニルカチオンとオレアニル

カチオンの安定化に関与していると推定した（Scheme 7-1）。 
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Scheme 7-2. F728変異株産物の推定生合成経路 

以下に化合物名を示した。 33: (17E)-(13βH)-malabarica-14(27),17,21-trien-3β-ol、34: lup-12-en-3β-ol、14: 

dammara-20(21),24-dien-3β-ol、11: germanicol、10: butyrospermol、12: (20E)-dammara-20(22),24-dien-3β-ol、

35: isoursenol、36:  α-amyrin、5: lupeol (lup-20(29)-3β-ol)、15: tirucalla-7,24-dien-3β-ol, 37:  ψ-taraxasterol (urs-

20(21)-en-3β-ol), 38: taraxasterol (urs-20(30)-en-3β-ol), 39: (17E)-dammara-17(20),24-dien-3β-ol (新規化合物) 

  



232 
 

 

Figure 7-2. F728変異株の野生株に対する相対活性 

野生株 EtASの β－アミリンおよび全プロダクト形成の活性はそれぞれ 5.02±0.79、5.62±0.17 mg/mg EtAS 

enzymeであった。F728Hではゲルマニコール 11は β－アミリン 2と同様にオレアニルカチオン 9から生

産されるため、β－アミリン 2と見なして相対活性を算出した。 

 

 

7-2-2. F474残基について 
F474 残基は SHC F365 残基に相当する。SHC F365 残基は当研究室によりカチオン

－π相互作用により 2環性カチオンを安定化していることが完全に証明された。20 そこで

F474残基にも同様の機能があると予想し、変異導入を行った。 

F474変異株産物の推定生合成機構を Scheme 7-2に示した。5種類の 2環性プロダクト

が生産されたことから、F474 残基は B 環の近傍に存在することが示唆された。2 環性産

物の中には環化開始時に OXSQ 1が本来の chair-chair型（C-C型）産物（11、12）の他に、

熱力学的に不安定な chair-boat 型（C-B 型）産物（9、10）も含まれていた。C-C 型の

OSC への変異導入により C-B 型産物が得られた例はなく、本研究が初めての例となった。

そして酵母 in vivoでの相対活性測定（Figure 7-3）から、脂肪族残基Mや Lでも高い活性

があり、オレアニル型産物の相対活性は赤矢印で示したように、脂肪族残基と Tyrの側鎖

のバルクサイズと正の相関を示した。このことから、F474 残基はカチオン－π 相互作用

よりもそのバルクサイズが重要であることが示唆された。活性の低下した W、H、T変異

株については、W変異株は F728W と同様にその大きすぎるバルクサイズが周囲の残基の

配向にも影響したため、H と T 変異株は極性側鎖が周囲の残基と水素結合などのネット

ワークを形成して活性部位の形状を変化させたためとそれぞれ考えられる。また、Gと A

変異株で 2環性産物の比率が大きくなった理由は、側鎖のバルクサイズが小さすぎたため

に B 環付近の空間的を埋めることができず、基質の折りたたみが不正確となったためと
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考えられる。 

以上のことから、F474残基はカチオン－π相互作用よりも、そのバルクサイズにより

基質を正確に折りたたむことで正確な環化反応に寄与していることがわかった（Scheme 

7-1）。 

Scheme 7-3. F474変異株産物の推定生合成経路 

化合物名は次のとおりである。 41:   (9βH)-γ-polypodatetraene-3β-ol（ γ-isopolypodatetrane-3β-ol と仮称し

た）; 42:   (9βH)-α-polypodatetraene-3β-ol（α-isopolypodatetrane-3β-ol と仮称した）; 43 -polypodatetrane-3β-

ol; 44:   γ-polypodatetrane-3β-ol; 45: polypoda-8(9)-13,17,21-tetraene-3β-ol; 15: tirucalla-7, 24-diene-3β-ol; 10: 

butyrospermol; 46:   taraxerol   (13α-methyl-27-norolean-14-en-3β-ol); 47:   multiflorenol   (13α-methyl-14β- methyl-

26-norolean-7-en-3β-ol   
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Figure 7-3. F474変異株の野生株に対する相対活性（%） 

野生株 EtAS の全プロダクトの活性 100%に対して野生株および変異株の 4 つの骨格（Bicycles（C-B
型）、Bicycles（C-C 型）、Tetracycles、Pentacycles）の活性を相対値で表した。○印は側鎖のファンデル
ワールス体積を表している。赤矢印から、G、A、V、L、M、Y 変異株の Pentacycle 相対活性と側鎖のフ
ァンデルワールス体積が正の相関を示すことがわかった。 
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7-3. イネ由来 OsOSC6の進化過程 
【結果の要約】 

・ OsOSC6は Achilleol Bを 90%生産する Achilleol B合成酵素である。 

・ 微量成分として β－アミリン（1.98%）、α－アミリン（1.97%）、ψ－タラクサステロ

ール（ 0.42%）、 Dammara-20,24-dien-3β-ol（ 2.92%）、 Butyrospermol（ 1.79%）、

Tirucalla-7,24-dien-3β-ol（0.41%）を生産した。 

・ 反応機構的にも系統解析的にも OsOSC6が β－アミリン合成酵素から派生してきたこ

とが示唆された。 

 

 

OsOSC6の機能解析は当研究室の森により行なわれ、そのメインプロダクトが Achilleol 

B（90%）であり、10%のマイナープロダクトを生産することが報告された。Achilleol B

はオレアニルカチオンを経由して生成されると予想された。そのため、反応機構的に、

同じオレアニルカチオンを経由する β－アミリン合成酵素から派生してきたと考え、10%

のマイナープロダクトに β－アミリンが含まれると予想し、マイナープロダクトを同定し

た。また、系統解析からも OsOSC6の進化過程を調べた。 

Scheme 7-4に OsOSC6の推定反応機構を示した。6つの微量成分を同定し、この中には

β-アミリンも含まれていた。したがって、予想通り Achilleol B は β-アミリン合成酵素様

の酵素であることが実証された。OsOSC6 はセコ型トリテルペンである Achilleol B を

90 %生成する Achilleol B 合成酵素であり、セコ型トリテルペン合成酵素として 3例目の

発見となった。セコ型トリテルペンは植物から見出されており、それらの合成酵素や植

物体内での役割に興味がもたれる。 

そして、イネ由来 OSCを含めて植物 OSCの系統解析から OsOSC6の進化過程を調べた

（Figure 7-5）。Osbournらに報告されたように 35、β－アミリン合成酵素は単子葉植物と双

子葉植物で異なる進化過程を有していることが示され、OsOSC6 は単子葉植物の β－アミ

リン合成酵素のクレードに分類された。よって、系統解析的にも β－アミリン合成酵素か

ら派生してきたことが示唆された。 

以上から、OsOSC6 が反応機構的にも系統解析的にも β－アミリン合成酵素から派生し

てきたとの予想を支持する結果を得ることができた。 
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Scheme 7-4. OsOSC6の推定反応機構 

プロダクト名は以下のとおりである。 

52: Achilleol B、14: Dammara-20,24-dien-3β-ol、10: Butyrospermol、15: Tirucalla-7,24-dien-3β-ol、2:  β-amyrin、

37:  ψ-taraxasterol、36:  α-amyrin 
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Figure 7-4. OSCの系統樹 

OSCのアミノ酸配列を NCBIの Protein検索から機能同定されている OSCタンパクを抽出した。マルチ

プルアライメントを Clustal W（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp）により作成し、系統樹を MEGA 4100におけ

る近接結合法（neighbor-joining method）により構築した。赤線：プロトステリルカチオン型 OSCとダン

マレニルカチオン型 OSCの分岐線、橙色枠：ラノステロール合成酵素のクレード、黄色枠：植物シクロ

アルテノール合成酵素のクレード、緑色枠：シロイヌナズナ PENクレード、赤枠：シロイヌナズナ LUP

クレード水色枠：β－アミリン合成酵素のクレード、、紫色枠：双子葉植物ルペオール合成酵素のクレー

ド OsOSC6 は単子葉植物β－アミリン合成酵素のクレードに分類された。略語の説明は次頁に記載した。  
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Figure 7-4に示した各酵素の表記法は次のとおりである。語頭の 2文字は種名を表しており、そのあとに

続く文字が酵素名を表している。 

 

種名は以下の通りの略字である。 

At: Arabidopsis thaliana （シロイヌナズナ）、Os: Oryza sativa （イネ）、Cr: Chlamydomonas reinhardtii 

（コナミドリムシ）、Lj: Lotus japonicas （ミヤコグサ）、As: Avena strigosa （セイヨウチャヒキ）、Dz: 

Dioscorea zingiberensis （黄姜（生姜の一種））、Cp: Cucurbita pepo （ペポカボチャ）、Betula platyphylla 

（シラカンバ）、Ca: Centella asiatica （ツボクサ）、Pg: Panax ginseng （オタネニンジン）、Gg: 

Glycyrrhiza glabra （スペインカンゾウ）、Ps: Pisum sativum （エンドウ）、Ws: Withania somnifera （アシ

ュワガンダ）、Sl: Solanum lycopersicum （トマト）、Am: Abies magnifica （カリフォルニアアカモミ）、

To: Taraxacum officinale （セイヨウタンポポ）、Oe: Olea europaea （オリーブ）、Kc: Kandelia candel 

（メヒルギ）、Rc: Ricinus communis （トウゴマ）、Gs: Gentiana straminea （リンドウ科リンドウ属）、

Aa: Artemisia annua （クソニンジン）、Gu: Glycyrrhiza uralensis （カンゾウ（ウラルカンゾウ））、Gm: 

Glycine max （ダイズ）、Pt: Polygala tenuifolia （イトヒメハギ）、Vh: Vaccaria hispanica （ドウカンソ

ウ）、Et: Euphorbia tirucalli （ミドリサンゴ）、Bg: Bruguiera gymnorhiza （オヒルギ）、Hs: Homo 

sapiens （ヒト）、Bt: Bos taurus （ウシ）、Rn: Rattus norvegicus （ドブネズミ）、Mm: Mus musculus （ハ

ツカネズミ）、Xt: Xenopus (Silurana) tropicalis （アフリカツメガエル）、Dr: Danio rerio （ゼブラフィッ

シュ）、Sp: Schizosaccharomyces pombe （分裂酵母）、Pc: Pneumocystis carinii （カリニ肺炎を引き起こ

す原虫）、Gl: Ganoderma lucidum （マンネンタケ）、Af: Aspergillus fumigatus Af293 （子嚢菌）、Sc: 

Saccharomyces cerevisiae （出芽酵母）、Sa: Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 （バクテリア）、Av: Avena 

ventricosa （カラスムギ属）、Mt: Medicago truncatula （タルウマゴヤシ） 

 

酵素名は以下の通りの略字である。 

PEN1~6: シロイヌナズナ PENクレードに分類される OSC 

LUP1~5: シロイヌナズナ LUPクレードに分類される OSC 

CAS1: シロイヌナズナ シクロアルテノール合成酵素 

LSS1: シロイヌナズナ ラノステロール合成酵素 

OSC1~6: イネの OSC 

CAS: シクロアルテノール合成酵素 

LAS: ラノステロール合成酵素 

LUS: ルペオール合成酵素 

bAS:  β－アミリン合成酵素 
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7-4. まとめ 
 
本研究では EtASの発現系を構築し、その完全精製に成功した。EtASは OSCとしては

初めてその酵母内での発現量を約 5～7 mg と明らかにした。そして、速度論定数や阻害

実験など詳細な in vitro解析に成功した。 

また、本研究によりこれまで in vitro解析が困難だった変異株について、ウェスタンブ

ロッティングを活用することで酵母 in vivo でその活性を見積もる手法を確立することが

できた。これにより、カチオン－π相互作用のような変異株 OSC の酵素活性がわからな

ければ証明できない実験が可能となった。今後より部位特異的変異株 OSCを用いて OSC

の詳細な触媒機構が明らかにされることが期待される。 
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