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研究成果の概要（和文）：培養中のマツタケ菌糸体に，桂皮酸メチル生合成酵素の基質となるPheと桂皮酸を供
給することにより，菌糸体中の桂皮酸メチル量が増加した．また，Pheの供給により，Pheから桂皮酸を生成する
Pheアンモニアリアーゼ（PAL）活性とPAL遺伝子（TmPAL2）の発現量が増加した．一方，桂皮酸の供給により発
現量が増加した遺伝子を，桂皮酸から桂皮酸メチルを生成する桂皮酸カルボキシルメチルトランスフェラーゼ
（CCMT）の候補遺伝子として単離した．この候補遺伝子から組換えCCMTタンパク質を産出して，酵素活性を測定
した．しかし，明確な活性を検出することはできなかった．

研究成果の概要（英文）：Methyl cinnamate content in the mycelia of Tricholoma matsutake increased 
markedly in cultures supplemented with Phe and cinnamic acid, which are substrates for the methyl 
cinnamate biosynthetic enzyme. In addition, Phe supplementation increased Phe ammonia lyase (PAL) 
activity that produces cinnamic acid from Phe and transcript level of the PAL gene (TmPAL2). On the 
other hand, the gene whose expression level increased with cinnamic acid supplementation was 
selected as a candidate gene for cinnamic acid carboxylmethyl transferase (CCMT), which produces 
methyl cinnamate from cinnamic acid. The recombinant CCMT protein was produced based on this 
candidate gene. CCMT activity of the recombinant protein was measured, but was not detected.

研究分野： 食品生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでマツタケの特徴的な香り成分である桂皮酸メチルが，Pheより桂皮酸を経て生成されることが明らかに
されていた．しかし，その生合成酵素に関する知見は乏しかった．本研究成果において，桂皮酸メチルの生合成
には，主にTmPAL2が発現して生成されるPALが関与することが明らかにされた．また，それに続くCCMTをコード
する遺伝子の単離を試みたが，その遺伝子の同定には至らなかった．しかし，この試みから，CCMTの活性測定法
の再検討の必要性とCCMTとは異なる酵素が桂皮酸から桂皮酸メチルの生成に関与する可能性が示唆された．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
キノコは血糖値降下作用等の機能性をもち，低カロリーであるため，肥満・糖尿病といった

生活習慣病を予防・改善する食材である．しかし，最近のキノコの消費量は横ばい状態である．
また，β-グルカンのような薬効成分が注目される一方で，おいしさを追求する研究はあまりみ
られない．そこで，申請者は生活習慣病の予防・改善にはキノコの消費拡大が一つの有効な方
法と考え，さらに消費拡大にはおいしさの向上が不可欠であるため，その香りに着目した． 
「香りマツタケ，味シメジ」というように，キノコの香りといえばマツタケである．しかし，

人工栽培ができず，収穫量も減少しているため，国内産マツタケは大変高価である．現在，マ
ツタケは外国から大量輸入され，比較的低価格で入手できる．しかし，長距離移動により収穫
後長時間を経た外国産は，国内産に比べて香りが少ない．この品質低下を防ぐには，輸送・保
存中に香りを安定的に維持する必要がある． 
キノコの消費拡大の一環として，味・香り・食感等に特徴をもつ多くの新品種キノコが作出

されている．しかし，日本人にとってマツタケに勝るキノコは未だ存在しない．よって，マツ
タケの香気成分の生合成を人工栽培が可能なキノコで制御できれば，マツタケ風味の新品種キ
ノコの作出が可能となり，キノコをおいしく，たくさん食べてもらうことにつながる． 
マツタケの主な香気成分は 1オクテン 3オールと桂皮酸メチルである．1 オクテン 3オール

はほとんどのキノコで検出される．一方，桂皮酸メチルは，キノコ類ではマツタケとバカマツ
タケなどでしか検出されない．そして，日本人が好むマツタケの香りを特徴づけているのは桂
皮酸メチルであり，1オクテン 3オールは香り全体に深みを与えていると言われている． 
桂皮酸メチルの生合成経路は，香

草植物バジルで明らかにされてい
る（図 1）．服部ら（Mycoscience, 
57：181, 2016）はトレーサー実験
によりマツタケでPheから桂皮酸メ
チルが生合成されることを明らか
にし，この経路の存在を証明した．
研究代表者は，マツタケの Phe アン
モニアリアーゼ（PAL）の 2つの遺
伝子を単離し，マツタケ子実体にお
ける遺伝子の発現様式を明らかに
した（Mycoscience，56：503，2015）．
しかし，2つの PAL 遺伝子の桂皮酸
メチル生合成への関与については
調べられていなかった．さらに，桂皮酸カルボキシルメチルトランスフェラーゼ（CCMT）に関
する知見はほとんどなかった． 
1 オクテン 3オールの生合成は，リノール酸からリポキシゲナーゼ（LOX）とヒドロペルオキ

シドリアーゼ（HPL）の触媒により生合成される経路が提唱されている．研究代表者のグループ
はヒラタケ LOX の酵素化学的性質を明らかにし（J Agric Food Chem, 50：1247, 2002），その
LOX 遺伝子の性質化に成功した（Biosci Biotechnol Biochem, 77：38, 2013）．しかし，HPL
に関する知見はほとんどなく，生合成機構に関して不明な点も多く残されている． 
 
２．研究の目的 
香りは食品の価値を決める重要な要素の一つである．食用キノコにおいては，マツタケの独

特の香りが日本人にたいへん好まれている．その香りの主成分は桂皮酸メチルであるが，この
成分がなぜマツタケとその近縁種のキノコでのみで検出されるかは分かっていない． 
そこで，本研究では，マツタケの桂皮酸メチルの生合成機構を遺伝子レベル・タンパク質レ

ベルで解明することを目的とし，マツタケの菌糸体における桂皮酸メチル生合成酵素（PAL）の
活性とそれに対応する遺伝子の発現および桂皮酸メチル生合成量の関係を調べた．また，CCMT
様の遺伝子を単離し，大腸菌発現系で組換え CCMT タンパク質を産出した後，その酵素化学的性
質を調べた． 
 
３．研究の方法 
（1）マツタケ菌糸体の培養条件と基質の添加 
菌糸体（NBRC 30605 株）は，寺下ら（日本菌学会会報，32：477，1991）が使用した液体培

地で，20℃で 90日間静置培養した．また，培養 45日目に桂皮酸メチル生合成酵素の基質とな
る Phe（終濃度 0.5～6.0 mM）および桂皮酸（終濃度 2.0 mM）を培地中に添加した後，さらに
培養した． 
 
（2）マツタケ菌糸体の粗抽出液の調製，酵素活性の測定，桂皮酸メチルの定量 
粗抽出液の調製は，田﨑ら（Biosci. Biotechnol. Biochem., 77：38, 2013）の方法で行っ

た．PALの酵素活性は，分光光度計を用いて，ZimmermannとHahlbrock（Arch. Biochem. Biophys., 
166：54, 1975）の方法で測定した．CCMT の酵素活性は，MTase-Glo Methyltransferase Assay
（プロメガ社）を用いて測定した．桂皮酸メチルはガスクロマトグラフィーを用いて，寺下ら



（日本菌学会会報，32：477，1991）の方法で定量した． 
 
（3）cDNA とゲノム DNA のクローニング 
マツタケの公開ゲノム配列（DOE Joint Genome Institute）を基に，作製したプライマーと

マツタケ菌糸体のトータル RNA を用いて RT-PCR を行い，得られた産物の DNA 配列を解読した．
その後，RACE 法により完全長の cDNA を取得した．遺伝子のゲノム DNA は，PCR 法により増幅し
た後，DNA 配列を解読した． 
 
（4）リアルタイム RT-PCR による遺伝子の転写量測定 
PALおよびCCMT様遺伝子のDNA配列を基に，特異的な一組のプライマーを作製して使用した．

測定試料には，Phe または桂皮酸を添加して培養した菌糸体から抽出したトータル RNA を使用
した．リアルタイム RT-PCR 法は，田﨑ら（Mycoscience, 56：503, 2015）の方法で行った． 
 
（5）組換えタンパク質の産出 
RT-PCR により合成した CCMT 様遺伝子の cDNA を pET28a 発現ベクターと連結した．これを大

腸菌 DH5αに形質転換した後，得られた組換えプラスミドを大腸菌 BL21(DE3)に導入し，形質転
換体を得た．IPTG（0.4 mM）添加後，18℃で約 18時間培養して組換えタンパク質を誘導した． 
 
４．研究成果 
（1）桂皮酸メチル生合成酵素の基質の添加によるマツタケ菌糸体の酵素活性，遺伝子発現およ
び桂皮酸メチル量の影響 
初めに，培養途中に Phe を添加した菌糸体の PAL 活性，PAL 遺伝子（TmPAL1 と TmPAL2）の発

現および桂皮酸メチル量を測定した．その結果，添加 Phe 濃度 4～6 mM において，PAL 活性と
桂皮酸メチル量は同様なパターンで顕著に増加した．これらの結果は，添加した Phe が桂皮酸
メチルの材料に使用されたこと，Phe により PAL が誘導され，桂皮酸メチルの合成に関与し，
合成量が増加したことを示唆した．PAL 遺伝子の発現においては，TmPAL1 ではあまり変化が見
られなかったのに対して，TmPAL2 では，PAL 活性と同様なパターンで増加した．これらの結果
より，TmPAL2 が主に桂皮酸メチルの生合成に関与していると示唆された． 
次に，もう一つの桂皮酸メチル生合成酵素の基質である桂皮酸を添加して培養した菌糸体の

桂皮酸メチル量を測定した．その結果，桂皮酸（濃度 2.0 mM）添加後，培養 2日目において，
菌糸体中の桂皮酸メチル量が 22 倍に増加した．これより，Phe と同様に，添加した桂皮酸が桂
皮酸メチルの材料に使用されたと考えられた． 
 
（2）CCMT 遺伝子の cDNA の単離と配列解析 
（1）の結果より，桂皮酸メチル生合成酵素の一つと考えられる CCMT 遺伝子も Phe 添加によ

り発現量が増加すると予測された．そこで，Phe（終濃度 6 mM）添加および無添加の培地で培
養した菌糸体よりトータル RNA を抽出し，それらを用いて各菌糸体で発現する全 mRNA の配列解
読（次世代シーケンス RNA-Seq）を行った．Phe 添加で発現量の増加した遺伝子 cDNA の中に
TmPAL2 遺伝子が含まれていることを確認した．しかし，CCMT 遺伝子に相当すると考えられる
cDNA を確認することはできなかった． 
そのため，（1）の結果より，桂皮酸の添加が桂皮酸メチルの生合成量を増加させたことから，

それに関与する CCMT 遺伝子の発現量も増加すると考えられた．そこで，マツタケの公開ゲノム
配列より，CCMT の候補となる 15 個のメチルトランスフェラーゼの遺伝子を選択した．桂皮酸
添加及び無添加の培地で培養した菌糸体のトータル RNA を用いて，リアルタイム RT-PCR で各遺
伝子の発現量を調べた．その結果，一つの遺伝子の発現量が桂皮酸の添加により約 4倍増加し
たため，これを CCMT の候補遺伝子とした．そして，この候補遺伝子の cDNA とゲノム DNA をク
ローニングして，配列を決定した．cDNA とゲノム DNA の配列を比較したところ，この遺伝子は
8個のイントロンを含み，487 個のアミノ酸からなる分子量約 54,000 のタンパク質をコードし
ていると推定された．また，このタンパク質にはクラスⅠ S-アデノシルメチオニン（SAM）-
依存性メチルトランスフェラーゼファミリーの保存配列が存在されていた． 
 
（3）組換え CCMT タンパク質の産出と酵素化学的性質 
CCMT 様候補遺伝子の cDNA と pET28a 発現ベクターを連結した組換えプラスミドを大腸菌 

BL21(DE3)株に導入し，形質転換体を得た．その後，IPTG 誘導により，目的の分子量約 55,000
の組換えタンパク質が生成されることを確認した．次に，大腸菌粗酵素液を用いて，組換えタ
ンパク質の CCMT 活性を測定した．しかし，明確な活性を検出することはできなかった．この結
果より，この CCMT 様候補遺伝子が桂皮酸メチルの生合成に関与する CCMT 様遺伝子であること
を明らかにすることはできなかった．また同時に，CCMT の活性測定法の再検討の必要性と CCMT
とは異なる酵素が桂皮酸から桂皮酸メチルの生成に関与する可能性が示唆された． 
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