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カンナビノイド類縁体の創製に向けたアルキルレゾルシノールのコ

ンビナトリアル生合成

■背景・目的

大麻（Cannabis sativa L.）が生産するカンナビノイドはアルキルレゾルシノールとモノテルペンがカップリン
グしたテルペノフェノールであり、その特異な生物活性から古くより薬理学的研究が盛んに行われている。申

請者はカンナビノイドの生合成研究に取り組み、主成分であるTHCA及びCBDAの生合成酵素を初めてクロー
ン化するなど研究領域をリードしてきた (Sirikantaramas and 
Taura, 2017)。THCAやCBDAはアルキル側鎖として直鎖状
のペンチル基（C5）を含むが、側鎖がプロピル基（C3）の
カンナビノイドも微量成分として確認されており、ペンチル

カンナビノイドとは全く異なる薬理活性を示すことが知ら

れている。例えばTHCAの脱炭酸で生じるTHCは大麻の幻
覚活性成分であるが、側鎖がプロピル基のTHCV（図 1）は
幻覚活性を示さない一方、Ⅱ型糖尿病患者に顕著な治療効果

を示すことから英国GW pharmaceuticalsにより phase 2の臨
床試験が実施されている（Welling et al., 2018）。 図 1. 主要カンナビノイドの構造 

カンナビノイドの側鎖長はアルキルレゾルシノールを生成するポリケタイド合成酵素（PKS）に制御される。
我々は大麻 PKS の olivetol synthase（CsOLS）が olivetolを主生成物として合成する一方、側鎖がプロピル基の
divarinolも微量生成することを確認した（Taura et al., 2009）。即ちOLSはカンナビノイド生合成に特化した PKS
であるが、同時に化学的多様性の規定因子と言うこともできる。私達は多様な生成物を与える PKSを天然から
見出だし、生合成経路に組み込むコンビナトリアル生合成を実現することでカンナビノイド類縁体の多様性を

拡大できるという着想を持った。そこで本研究では primin を始め各種アルキルレゾルシノール誘導体を含有す
るトキワザクラ（Primula obconica）に着目し、本植物より新規 PKSのクローン化、キャラクタリゼーションお
よび物質生産への応用を検討した。

■結果・考察

1. 新規ポリケタイド合成酵素PoOLSの同定

トキワザクラ若葉より一本鎖 cDNAを調製し、重複 PCRおよびRACE法により新規 PKSをコードする cDNA
を増幅し、配列を決定した。次いで本遺伝子を発現ベクターpQE80Lにサブクローニングして、組換え酵素を発
現、精製した後、hexanoyl-CoA および malonyl-CoA を基質としてアッセイを行った。この結果、副生成物の
teriketideおよび tetraketide pyroneとともに、olivetolを主生成物として確認した。Olivetolを生成する PKSは大麻
のCsOLSに次いで二例目であり、我々は本酵素をP. obconica olivetol synthase（PoOLS）と命名した。また PoOLS
のアッセイに大麻の polyketide cyclaseである olivetolic acid cyclase（OAC）を共存させたところ、olivetolの生成
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量が明らかに減少し、かわって olivetolic acidが生成することを確認した。このことから PoOLSはポリケタイド
鎖の伸長超反応を触媒し、リリースした hexanoyl tetra-β-ketide CoAをOACが閉環することで olivetolic acidが得
られたものと推察した。このような反応メカニズムは大麻におけるポリケタイド生合成反応と同様である

（Gange et al., 2012）。 
	 本酵素の基質特異性に関し、PoOLSは各
種のスターター基質を受容して pentyl 基
（C5）から undecyl基（C11）に至る各種側
鎖長の alkylresorcinol を合成することを確
認した。さらに OAC と組合せた酵素反応
により、OACの基質特異性に関しても重要
な知見を得た。即ち、OAC は heptyl 
tetra-β-ketide CoAを受容し、resorcylic acid
に閉環することが明らかとなった。我々は

以前に、森田教授との共同研究によりOAC
が methyl tetra-β-ketide CoA を受容し、
orsellinic acidを合成可能であることも確認
している（Taura et al., 2016）。 
	 以上からOACはmethyl基から heptyl基
までのアルキル側鎖を有する tetraketide を
受容し、aldol型の閉環反応を触媒すると結
論した。以上、PoOLSの酵素反応は図 2に
まとめた通りである。 

図 2. PoOLSが触媒する酵素反応のまとめ 

	

2.	PoOLSの立体構造解析	

	 上記の生化学的解析から PoOLSは hexanoyl-CoAに特異性を示す大麻のCsOLSに比べて、より長鎖のスター
ター基質と反応することが判明した。このような基質特異性の構造基盤について知見を得るため、森田教授と

の共同研究により本酵素のX戦結晶解析を検討した。即ち、大腸菌で発現した組換え PoOLSを各種カラムクロ
マトグラフィーにより精製し、14% PEG4000を含む 100 mM citrate buffer (pH 5.6) 中で結晶化した。得られた結
晶について Photon Factory(Beamline BL-1A)にてX線回折データを取得し、既知植物 PKSを鋳型とする分子置換
法により立体構造を決定した。 
	 PoOLSの全体構造は既知植物 PKSと非常によく類似した
αβαβα-thiolase foldを有することが確認された。PoOLSの活
性中心キャビティの構造を図 3に示している。ポリケタイド
の伸長反応を触媒する catalytic triadはCys163, His302および
Asn335 として活性中心の適切な位置に保存されており、
PoOLSは既知 PKSと同様の機構にてポリケタイド鎖の伸長
反応を触媒し、tetraketide を合成すると考えられた。また極
めて興味深いことに PoOLS の結晶は活性中心に lauric acid
を結合した形で得られており、lauric acidを取り囲む形で主
に芳香族性および疎水性のアミノ酸残基が配置した長いト

ンネル状のポケットが確認された。Lauric acidは精製および       図 3. PoOLSの活性中心構造  
結晶化条件で添加したものではないため、大腸菌の成分として存在する本化合物が、活性中心に高い親和性を

示したため取り込まれたものと推察した。Lauric acidは本酵素のスターター基質の一つである lauroyl-CoAの脂
肪鎖を構成する分子であり、また hexanoyl tetra-β-ketideに対応する鎖長の分子ということもできる。 
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	 このことから本酵素は今回観察した長いトンネル状の疎水性ポケットを用いてスターター基質のアルキル側

鎖を受容することで各種鎖長のポリケタイドを合成可能になったと推察した。植物の PKS は多くが
p-coumaroyl-CoA をスターター基質として受容することが知られているが、興味深いことに PoOLS は本基質と
は反応しない。本研究では活性中心キャビティの立体構造を解明できたことから、今後は部位特異的変異の導

入により、本酵素の基質特異性を決定づけるアミノ酸について解明を進める計画である。 
 
3.	PoOLSのアルキルレゾルシノール生産への応用	

	 本研究では培養が容易で、かつ組換え酵素の生産能力が高いメチロトロフ酵母Pichia pastorisを宿主としてカ
ンナビノイド関連化合物の前駆物質となるポリケタイド生産系を構築した。即ち、PKSとしてCsOLSあるいは
PoOLSを用い、これらをスターターの供給に関わるacyl-activating enzymes（CsAAE1あるいはCsAAE3, Stout et al., 
2009）、さらにOACと組み合わせ、異なる選択マーカーのベクターを介してP. pastoris KM71のゲノムに組込む
ことでポリケタイド生産株を確立した。 
	 得られた各種組換え体について、液体培

養後、メタノールによる発現誘導を行い、

hexanoic acidの添加によりポリケタイドの
生産を試みた。この結果、予想通り PKS単
独の発現株に比べ AAE 共発現株では
olivetolの生成量が増大し、また OAC共発
現株では olivetol にかわって olivetolic acid
の生成が確認された。Olivetolic acidの生産
量はPoOLS- AAE1-OAC共発現株で最も高
く、約 50 mg/Literと好ましい生産量が確認
された。                                       図 4. 組換えP. pastorisを宿主とするポリケタイドの生産  
	 Hexanoic acid以外の脂肪酸添加による precursor-directed biosynthesisに関しても検討を行い、この結果 PoOLS
を発現する組換え酵母は本酵素がインビトロの反応で合成した alkylresorcinol を一通り生成可能であり、また
OAC共発現株は octanoic acid添加により heptyl基を有する resorcylic acidを生産した。上記の通りOACの基質
特異性は分子多様性の規定因子となるため、heptyl基以上の長鎖アルキル基を有する resorcylic acidの生産は困難
である。しかしながらOACの立体構造は森田教授らにより解明されていることから（Yang et al., 2016）、OAC
に関し論理的な部位特異的変異の導入による基質特異性の改変が望まれる。また現在、上記の各種ポリケタイ

ド生産株には我々が同定した大麻プレニル転移酵素遺伝子の導入、発現を検討しており、新規なカンナビノイ

ドの生産が実現できると考えている。 
 

■結論	

	 本研究ではポリケタイド合成酵素 PoOLS をクローン化した。本酵素の触媒活性は大麻の CsOLS に類似する
が、より多様な側鎖長の基質と反応するため、本酵素遺伝子はアルキル側鎖が異なるカンナビノイド類縁体の

生産に応用可能と考えられる。その第一ステップとして我々はメチロトロフ酵母 P. pastoris を宿主として、
PoOLSをOACおよびAAEと組合せて発現することで各種アルキルレゾルシノールの生産が可能であることを
示した。本研究の実施期間に、Keaslingらが出芽酵母 Saccharomyces cereviciaeを宿主とするカンナビノイドの生
産を実現したが（Luo et al., 2019）、最終的に得られたカンナビノイド量は数mg/Literにとどまっている。我々は
今後も本研究を継続し、新たなカンナビノイド類縁体の効率的生物合成を実現する。 
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