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研究成果の概要 

本研究では、植物二次代謝産物生合成の「解析、改変、利用」を目的とし、生合成鍵酵素や酵

素複合体の立体構造解析と、構造を基盤とした酵素の人為的制御、高効率有用物質生産系の確

立を試みている。 

本年度は、植物由来化合物の生合成基盤の解明を目的に複数の膜結合型 CYP450 の異種宿

主における発現、精製を行った。膜貫通領域を切断した酵素に対して大腸菌ペリプラズム移行シ

グナルペプチドなどを付加することで全長での発現を確認した。さらに、CYP450 酵素の共進化配

列解析から、酵素構造の安定化に寄与しうるアミノ酸残基の検討をおこなった。解析によって示唆

された酵素表面に位置するアミノ酸残基変異を導入した結果、発現量、安定性の向上が見とめら

れ変異体を見出した。現在、スケールを上げて精製と結晶化、活性評価を行なっているところであ

る。 

また、クルクミンのコンビナトリアル生合成系をモデルとして、生合成経路をタンパク質で形成さ

れたシェル内に内包させ、代謝反応効率を向上させる系の構築を行なった。昨年度までに取得し

たシェル内へ目的酵素を取り込むための変異認識ペプチドをクルクミノイド生合成酵素群に付加し、

物質生産系の効率化を試みた。シェルの面を形成するタンパク質に存在する孔穴のサイズ改変、

酵素共基質の生合成遺伝子のシェルへの導入、シェル構造の改変により、クルクミノイド生産量が

約 2.4倍にまで上昇する条件を見出した。さらに、構築した発現系が他のポリケタイド合成系にも応

用可能であることを確認するため、クルクミノイド合成酵素 CUS をナリンゲニンカルコンの生合成に

関わる III 型 PKS、HsPKS1 に置き換え、物質生産を行った。クルクミノイド生合成で最適化した条

件において、認識ペプチドなしの発現系と比較して、ナリンゲニンカルコンの生産量が 3.7 倍まで

向上した。 
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