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研究成果の概要（和文）：システインスルホキシド誘導体（CSOs）は、ヒガンバナ科のネギ属やツルバギア属、
ノウゼンカズラ科のニンニクカズラ属などに属する植物に含まれる、癌や循環器系疾患の予防や改善に役立つ含
硫黄成分である。これら植物が有するCSOs生合成系の分子レベルでの理解は、将来的なCSOsや関連する有用物質
の生物生産系の開発に役立つ。本研究は、これら植物の部位別トランスクリプトームデータとCSOs関連含硫黄化
合物の含有プロファイルの生物情報学的解析に基づき、CSOs生合成に関わる酵素遺伝子群を探索した。

研究成果の概要（英文）：S-Alk(en)ylcysteine sulfoxides (CSOs) are sulfur-containing 
health-beneficial products characteristically found in plants that belong to the genus Allium, 
Tulbaghia, and Mansoa. In this study, we identified some enzymatic genes involved in the 
biosynthesis of CSOs from these plants, using transcriptome- and metabolome-based approaches.

研究分野：生合成
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は最先端のポストゲノムアプローチ、すなわち、ディープ・トランスクリプトームと含硫黄化合物プロフ
ァイルのデータを生物情報学的に統合解析し、遺伝子-代謝物ネットワークを明らかにすることで、植物の機能
性含硫黄成分の生合成に関わる遺伝子群の同定を試みたことに特色がある。本研究は、植物が持つ機能性含硫黄
成分生合成の分子基盤を明らかにするものであり、将来的に合成生物学的アプローチによって有用物質生産系を
構築し重要遺伝子資源を有効利用するための知見を得るものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
システインスルホキシド誘導体（CSOs）はネギ属やツルバギア属、ニンニクカズラ属等の植物
が生産する含硫黄成分であり、植物組織の損傷に伴い酵素的および非酵素的な反応を経て多様
な硫黄化合物群に変換される。こうして生じた硫黄化合物群や、CSOs やその生合成中間体が、
抗微生物活性、発癌抑制活性、免疫賦活作用、降圧作用、血小板凝集抑制活性、コレステロール
およびトリグリセリド低下作用等、重要な薬理活性を示すことが明らかにされている。実際、ネ
ギ属を代表する植物であるニンニクは、古くから強壮作用や駆虫作用を示す薬用植物（生薬名：
大蒜）として世界中で使用されており、また、1990 年代には米国国立癌研究所の研究により癌
予防に最も有効な食用の植物であると報告されている。 
このように薬理学的、予防医学的見地から重要な CSOs だが、その生合成に関わる酵素の分子
実体の多くは未だ不明である。20 世紀後半に行われたトレーサー実験の結果から、ネギ属植物
では含硫黄トリペプチドであるグルタチオンが複数の酵素反応を受けて CSOs に変換されると推
定された（引用文献①）。グルタチオンは、植物が共通にもつ硫黄同化系とグルタチオン合成経
路を介して生合成される。これに対し、グルタチオン以降の生合成経路は CSOs 生産植物に特異
的に存在しており、有用遺伝子資源活用の観点から、この生合成系に関わる酵素群の分子レベル
での解明が期待されている。 
一方、申請者らのグループでは数年来、モデル植物シロイヌナズナを主な材料として、硫黄同
化に関わる酵素や輸送体の同定や機能解析、制御機構の解析を進めてきた。これらの研究は、オ
ミクス解析と生物情報学的解析を駆使することで効率的に進めることができた。そこで最近申
請者らは、ネギ属植物の公開 EST 配列群や、ネギ属植物ニンニクのディープ・トランスクリプト
ームおよび含硫黄代謝物プロファイルのデータマイニングを試み、ニンニクの代表的な CSOs で
あるアリインの生合成に関わる脱グルタミル化酵素遺伝子（AsGGT1, AsGGT2, AsGGT3）と S-酸
化酵素遺伝子（AsFMO1）の同定と機能解明に成功した（引用文献②、③）。この成果は、モデル
植物のみならず薬用植物ニンニクの機能性含硫黄成分の生合成系においても、オミクスデータ
の統合解析が酵素遺伝子の同定に効力を発揮することを示唆している。同様のオミクス統合解
析手法を適用することで、ニンニクや、ニンニクとは進化系統学的に離れたツルバギア属植物や
ニンニクカズラ属植物の機能性含硫黄成分生合成機構の分子レベルでの全容解明が期待できる。
得られた成果は、植物の含硫黄成分生合成能の獲得の進化機構の解明や、異種生物における含硫
黄成分の生合成システム構築に展開できると予想できる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、様々な薬理活性を示す含硫黄代謝物群を生産する天然薬用植物資源（ネギ属、ツル
バギア属、ニンニクカズラ属植物等）における機能性含硫黄成分の生合成に関わると考えられる
酵素遺伝子群を明らかにすることと、その知見の応用に基づく機能性含硫黄成分の生合成シス
テムの異種生物での構築を目的として、これらの薬用植物の組織別ディープ・トランスクリプト
ームと含硫黄代謝物プロファイルの統合解析に基づく機能性含硫黄成分の生合成酵素遺伝子の
候補の探索と、分子生物学的・生化学的手法による候補遺伝子がコードするタンパク質の機能解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
CSOs 等の機能性含硫黄成分を生産する薬用植物［ネギ属ニンニク(Allium sativum)、ツルバ
ギア属ツルバギア・ビオラセア(Tulbaghia violacea)、ニンニクカズラ属ニンニクカズラ(Mansoa 
alliacea)］の部位別ディープ・トランスクリプトームデータについて機能アノテーション解析
を行い、機能性含硫黄成分の生合成への関与が推定される遺伝子配列群を抽出した。抽出された
配列群の遺伝子発現プロファイルのデータを、機能性含硫黄成分とその生合成中間体の含有量
プロファイルデータと Confeito アルゴリズム（引用文献④）を用いて統合解析することで、機
能性含硫黄成分の蓄積と相関して発現する遺伝子配列を機能性含硫黄成分の生合成酵素遺伝子
の有力候補として絞り込んだ。絞り込んだ遺伝子配列群は、その配列情報をもとに設計したプラ
イマーを用いて RACE 法や RT-PCR 法を行うことで、コード領域全長を含む cDNA をクローニング
した。また、ニンニクと同じくネギ属に属するタマネギ(Allium cepa)の公開 RNA-seq 配列情報
の生物情報学的解析に基づき、ニンニクの脱グルタミル化酵素遺伝子や S-酸化酵素遺伝子と配
列相同性が高い遺伝子を探索し、その配列情報をもとにコード領域全長を含む cDNA をクローニ
ングした。これらの CSOs 生合成候補遺伝子がコードするタンパク質を大腸菌や酵母等の異種生
物で発現させ、in vitro 酵素反応や推定基質フィーディング実験によって機能を解析した。推
定生成物の定性定量分析は、HPLC や LC-MS を用いて行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)ニンニクの CSOs 生合成におけるグルタチオン抱合体の合成に関わる酵素をコードする遺伝
子の探索 



 
既知のグルタチオン S-酸化酵素（GST）の遺伝子と配列相同性が高いニンニクの 96 コンティ
グから、我々の先行研究で同定している CSOs 生合成に関わる酵素遺伝子である AsGGT1（引用文
献②）と共発現し、かつ CSOs の一種であるメチインと共蓄積する５コンティグを抽出した。対
応する５遺伝子をクローニングし、AsGSTF1、AsGSTU1、AsGSTU2、AsGSTT1、AsDHAR1 と命名した。
AsGSTF1、AsGSTU1、AsGSTU2 は植物特異的 GST クラスに分類されたことから、植物二次代謝に関
わる可能性が高いと考えられた。大腸菌を宿主として N 末に His タグを付加した AsGSTF1、
AsGSTU1、AsGSTU2 を発現させ、in vitro 酵素反応を行った。酵素反応液を HPLC や LC-MS で分析
したが、推定アリイン生合成中間体 S-2-カルボキシプロピルグルタチオンおよび推定メチイン
生合成中間体 S-メチルグルタチオンの生成は確認できなかった。現在、in vitro 酵素反応に用
いた S-2-カルボキシプロピル基ドナー基質や S-メチル基ドナー基質が適切ではない可能性や、
組換えタンパク質のタグや宿主ベクター系が適切ではない可能性を考えている。 
 
(2)ニンニクの CSOs 生合成における脱グリシル化酵素をコードする遺伝子の探索 
 
グルタチオン抱合体の脱グリシル化を触媒することが知られている他植物由来の既知酵素の
遺伝子と配列相同性が高い３コンティグを抽出した。対応する２遺伝子をクローニングし、
AsPCS1、AsPCS2 と命名した。これらの遺伝子の mRNA 発現量は組織に関わらずほぼ一定であり、
CSOs 生合成に関わる既知酵素遺伝子の mRNA 発現量や CSOs 蓄積量との相関は見られなかった。
しかし、前述の他植物由来の既知酵素の遺伝子は組織に関わらず恒常的に発現し、コードするタ
ンパク質の活性は翻訳後制御されることが知られていることから、AsPCS1 と AsPCS2 についても
同様の活性制御を受けると考え、機能解析を行った。大腸菌を宿主として AsPCS1 と AsPCS2 の組
換えタンパク質を発現させ、in vitro 酵素反応を行った。 酵素反応液を HPLC により分析した
結果、AsPCS1 と AsPCS2 のいずれも推定アリイン生合成中間体 S-2-カルボキシプロピルグルタ
チオンおよび推定メチイン生合成中間体 S-メチルグルタチオンの脱グリシル化を触媒すること
が示された。 
 
(3)ニンニクの CSOs 生合成における生合成中間体γ-グルタミル-S-2-カルボキシプロピルシス
テインのγ-グルタミル-S-アリルシステインまたはγ-グルタミル-S-1-プロペニルシステイン
への変換に関わる酵素をコードする遺伝子の探索 
 
植物二次代謝において酸化反応を触媒する代表的な酵素（シトクロム P450、フラビン含有モ
ノオキシゲナーゼ、2-オキソグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ）の遺伝子と配列相同性が高い
約 750 コンティグから、AsGGT1 と共発現し、かつ CSOs の一種であるメチインと共蓄積する５つ
のコンティグを抽出した。対応する５遺伝子をクローニングし、AsCYP71A1、AsCYP71A9、AsCYP89A2、
AsFMO1;1、AsFMO3;2 と命名した。AsCYP71A9 がコードする推定アミノ酸配列には、酸化活性に必
要なモチーフ配列が含まれていなかったことから、その後の機能解析は行わなかった。 
本研究開始時には、推定アリイン生合成中間体γ-グルタミル-S-2-カルボキシプロピルシス
テイン（GS2CPC）は酸化酵素による酸化的脱炭酸反応を受けて、γ-グルタミル-S-アリルシステ
イン（GSAC）またはイソアリイン生合成中間体γ-グルタミル-S-1-プロペニルシステイン（GS1PC）
に変換されると考えていた。しかし、酵母や大腸菌で発現させた AsCYP71A1、AsCYP89A2、AsFMO1;1、
AsFMO3;2 は推定アリイン生合成中間体γ-グルタミル-S-2-カルボキシプロピルシステイン
（GS2CPC）の酸化的脱炭酸反応を触媒しなかった。そこで、GS2CPC から GSAC や GS1PC への変換
は、脱水素反応と脱炭酸反応の２段階で進むと予想したが、AsCYP71A1、AsCYP89A2、AsFMO1;1、
AsFMO3;2 は GS2CPC の脱水素反応も触媒しなかった。現在、植物内では GS2CPC が脱炭酸されて
生じるγ-グルタミル-S-プロピルシステイン（GSPC）が、AsCYP71A1、AsCYP89A2、AsFMO1;1、
AsFMO3;2 等の酸化酵素により脱水素されて GSAC または GS1PC に変換される可能性を考えてい
る。 
 
(4)タマネギの CSOs 生合成において脱グルタミル化反応や S-酸化反応に関わる酵素をコードす
る遺伝子の探索 
 
 タマネギの公開 RNA-seq データの生物情報学的解析により、ニンニクの CSOs 生合成における
脱グルタミル化酵素（引用文献②）や S-酸化酵素（引用文献③）をコードする遺伝子と配列相
同性が高い配列を探索し、その配列情報をもとに遺伝子クローニングを行い、３種の脱グルタミ
ル化酵素遺伝子候補は AcGGT1、AcGGT2、AcGGT3、１種の S-酸化酵素遺伝子候補は AcFMO1 と命名
した。酵母を宿主としてこれら遺伝子の組換えタンパク質を発現させ、in vitro 酵素反応を行
った。 酵素反応液を HPLC や LC-MS にて分析した結果、AcGGT1、AcGGT2、AcGGT3 はタマネギの
主要な CSOs であるイソアリインの生合成中間体の脱グルタミル化反応を触媒すること、AcFMO1
はイソアリインの生合成中間体の S-酸化反応を触媒することが示された。 
 
(5)ツルバギア・ビオラセアの CSOs 生合成における S-酸化反応に関わる酵素をコードする遺伝
子の探索 



 
ニンニクにおいて CSOs 生合成中間体の S-酸化を触媒する酵素をコードする遺伝子（引用文献
③）と高い配列相同性を示すツルバギア・ビオラセアの５つのコンティグの配列情報をもとに、
対応する２遺伝子をクローニングし、TvFMO1、TvFMO2 と命名した。酵母を宿主として TvFMO1 と
TvFMO2 の組換えタンパク質を発現させ、in vitro 酵素反応を行った。 酵素反応液を LC-MS にて
分析した結果、TvFMO1 と TvFMO2 のいずれもツルバギア・ビオラセアの主要な CSOs であるマラ
スミンの推定生合成中間体である S-（メチルチオメチル）システインに対する S-酸化活性を示
すことが示された。 
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