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研究成果の概要：半乾燥地帯における植物の環境ストレス保護剤の開発を目的として、環境ス

トレスへの適応反応を誘導する植物ホルモン・アブシシン酸の代謝不活性化酵素に関する研究

を行った。その結果、アブシシン酸水酸化酵素の選択的阻害剤の開発に成功するとともに、ア

ブシシン酸の最終不活性化酵素であるファゼイン酸還元酵素活性の諸性質を明らかにした。こ

れにより、アブシシン酸の不活性化制御による植物保護の道を拓いた。 
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１．研究開始当初の背景 

 

 現在、地球レベルで砂漠周辺に半乾燥

地帯が拡大しつつある。これらの半乾燥

地帯では、乾燥に加えて不適切な灌漑に

よる塩害によっても植物の生産力が急激

に低下している。半乾燥地帯の緑化は、

砂漠化を防ぐという地球環境の修復・保

護の見地から強く望まれているだけでな

く、農業生産の増加とも密接にリンクし

ている。 

 近未来に予測される食糧危機を克服す

るためには、安定した食糧生産と人口増

加に見合うだけの食糧の増産が必要であ

り、農耕地の拡大が必要である。しかし、

地球上で容易に作物を栽培できる土地は

ほとんど利用されており、残されている

のは土地改良に莫大な費用と時間がかか
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る半乾燥地や塩害地、寒冷地などである。

したがって、これらの地域においても農

作物を尐ない労力と費用で栽培できる方

法が強く望まれている。 

 

 

２．研究の目的 

 

 遺伝子組み換え技術を用いて、半乾燥

地帯のような栽培不適地でも生育できる

植物の開発も試みられているが、同技術

は特定の植物に限定され、果樹や防風林

などの樹木への応用にはまだかなりの時

間が必要である。またそれだけでなく、

遺伝子組み換え植物の栽培には消費者の

抵抗感も根強い。そこで本研究は、砂漠

化を防ぎ植物生産を増加するために、半

乾燥地帯における植物を乾燥や塩害スト

レスから保護する薬剤を開発することを

目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

 半乾燥地帯における植物の環境ストレ

ス保護剤を開発するにあたって、植物固

有のホルモンであるアブシシン酸（ABA）

に着目した。ABA は、乾燥や塩害、低温

などに対する防御反応を誘導することに

よって植物を環境ストレスから守る重要

なホルモンである。乾燥条件に置かれた

植物では、急速に増加した ABA が気孔を

閉鎖し蒸散を抑制するとともに、ストレ

ス耐性を付与する各種遺伝子やタンパク

質を誘導する。したがって、ABA の作用

を持続することができれば、植物自身が

有している能力以上に環境ストレス抵抗

性を高めることが可能になる。このよう

に ABA は農業生産上極めて有用な性質を

有しているため、農作物への投与試験も

精力的に行われている。しかし、ABA の

効果を発揮するためには薬剤を反復散布

しなければならないという問題を抱えて

いる。さらに ABA の生合成酵素遺伝子を

過剰発現させた組み換え植物は、期待し

たほど ABA も乾燥耐性も増加しないこと

が明らかになっている。これらの主な原

因は、投与した ABA が植物体内で代謝に

より急速に不活性化され、その作用が持

続しないためである。したがって、ABA

の作用を有効利用するためには、ABA そ

のものを投与したり増加させたりするよ

りも、代謝不活性化を制御した方が効果

的である。 

 ABA の代謝には、六員環部分の修飾と

複合型化がある。ABA を本質的に不活性

化するのは前者である。六員環部分の代

謝（図 1）では、ABA は先ずシトクロム

P450の ABA 8’位水酸化酵素によって 8’

-ヒドロキシ ABAに変換される。生じた 8’

-ヒドロキシ ABAは、容易に非酵素的にフ

ァゼイン酸に異性化する。ファゼイン酸

は、さらにその 4’位還元酵素によりジ

ヒドロファゼイン酸とそのエピ体にまで

代謝される。代謝物質の生理活性は、8’

-ヒドロキシ ABAが ABAの約 20%、ファゼ

イン酸が同じく約 10%、ジヒドロファゼ

イン酸はほとんど不活性であることが明

らかにされている。したがって、この代

謝による ABA の段階的不活性化を阻害し

ABAの作用を持続させることができれば、

ABA がホルモンとして持っている美点を

最大限に利用することが可能になる。 

 ABA 8’位水酸化酵素はすでに遺伝子が

同定され発現系がつくられており、その

酵素阻害剤としてウニコナゾール-Pが見

出されている。しかし、ウニコナゾール

-Pはジベレリン生合成も阻害するという

副作用がある。そこで同酵素の選択的阻



 

 

害剤を開発することとした。さらにまだ

遺伝子が同定されていないファゼイン酸

4’位還元酵素の遺伝子同定を行い、その

酵素活性検定系を確立して阻害剤開発を

試みることとした。両方の酵素阻害剤の

併用によってより ABA 不活性化抑制効果

が上がることが期待された。 

 

 

４．研究成果 
 

１）ウニコナゾール-Pの作用確認 

 ウニコナゾール-P をシロイヌナズナに投

与後、乾燥ストレスを与え、ウニコナゾール

-Pの保護作用を調べた。その結果ウニコナゾ

ール-Pは、実際に乾燥ストレスからの保護作

用を示すことが確認された。さらに、シロイ

ヌナズナの ABA を定量した結果、実際に ABA

含量がより高く維持されることを確認した。

これにより、ABA 8’位水酸化酵素阻害剤が

乾燥などの環境ストレス保護剤として有望

であることが確認された。そこで、より選択

的な ABA 8’位水酸化酵素阻害剤の開発を行

った。 

 

２）ABA 8'位水酸化酵素活性検定系の確立 

 酵素阻害剤の開発に必須である ABA 8'位水

酸化酵素活性検定系の確立を行った。シロイ

ヌナズナの ABA 8'位水酸化酵素 CYP707Aをバ

キュロウイルス−昆虫細胞系により発現させ、

同細胞のミクロソームを用いて粗 ABA 8'位水

酸化酵素を調製した。その酵素活性を 8'-ヒ

ドロキシ ABAとその異性体ファゼイン酸への

変換を検出することによって測定できる系

を確立した。主にこの検定系を用いて、合成

された酵素阻害剤候補物質の酵素活性阻害

試験を行った。 

 

３）ABA 8'位水酸化酵素と P450 還元酵素を

共発現した大腸菌の調製 

 より簡便で早く培養できる大腸菌への ABA 

8'位水酸化酵素遺伝子導入を試みた。その結

果 ABA 8'位水酸化酵素のシトクロム P450 

CYP707A3 の組換え酵素の大腸菌における発

現系を構築することに成功した。さらに、水

酸化酵素活性を大腸菌で測定できるように、

P450 の電子供与酵素である NADPH-P450 還元

酵素を大腸菌で P450 と共発現させる系を構

築し、CYP707A3 と P450 還元酵素を共発現し

た大腸菌から調製した膜画分で酵素活性を

確認することができた。さらに、本大腸菌に

ABA を投与したところ、培地中に代謝物であ

るファゼイン酸を多量に検出した。本発現系

により、化合物の阻害活性を簡便に評価する

ことが可能となった。さらに、本発現系はフ

ァゼイン酸還元酵素を探索する上で有用な

スクリーニング系となることが期待できる。 

 

４）基質型 ABA 8'位水酸化酵素阻害剤のデザ

イン合成と活性 

 基質 ABAと拮抗する型の酵素阻害剤を見出

すため、合計 35 種の ABA 誘導体の ABA 8'位

水酸化酵素阻害活性を測定し、ABA 8'位水酸

化酵素の基質特異性の詳細を明らかにした。

この知見をもとに、ABA 活性を示さずに水酸

化酵素阻害活性を示す ABA 誘導体 AHI1 をデ

ザイン・合成した。そのリンゴ芽生えに対す

る乾燥耐性付与効果を調べた結果、非常に強

い ABA 8'位水酸化酵素阻害活性を有するウニ

コナゾール-P に匹敵する効果を示すことが

わかった。AHI1 は、アゾ-ル型以外では初め

ての強い水酸化酵素阻害剤である。 

 

５）ABA 8'位水酸化酵素の ABA認識部位の特

定 

 ABA 8'位水酸化酵素の ABA認識に関わるア

ミノ酸残基をホモロジーモデリングによっ



 

 

て予想し、これらを改変した変異酵素を作製

して ABA水酸化活性を調べ、Lys109と Asn207

が ABAの 1位カルボン酸と相互作用している

可能性が高いことを明らかにした。さらに、

AHI1とその誘導体をプローブとして、ABA 8'

位水酸化酵素が ABAのキラリティを認識する

メカニズムについて調べ、ABA の環部エノン

構造が酵素によるキラル認識に重要な役割

を果たしていることを明らかにした。 

 

６）アゾール系 ABA 8'位水酸化酵素特異的阻

害剤の開発 

 副作用（ジベレリン生合成阻害）のない、

ABA 8'位水酸化酵素特異的なウニコナゾール

-P誘導体開発の手がかりを得るために、ウニ

コナゾール-P の親水性部位である水酸基と

アゾール環に特化して構造活性相関研究を

行った。これにより、3 位置換基の水素結合

受容能およびトリアゾール環の回転に関連

した立体配座がウニコナゾール-P の活性に

重要な役割を果たしていることが明らかに

なった。ウニコナゾール-Pは小さくて非常に

柔軟な、配座自由度の大きな分子である。こ

の構造特性が様々な酵素の基質ポケットへ

の適合を可能にするため、酵素選択性が低い

と考えられる。そこで、分子の大きさと柔軟

性に着目して新たなウニコナゾール-P 誘導

体の設計を行った。 

 ウニコナゾール-Pをリード化合物とし、ア

ゾール環部分の自由回転を制限した配座固

定アナログ 8種、アゾール環に水酸化メチル

基を導入したアゾール環修飾アナログ 3 種、

クリック反応によりベンゼン環の 4位を修飾

したアナログ 15種の計 26化合物を合成した。

このうち、配座固定アナログとベンゼン環 4

位修飾アナログのいくつかは、イネ芽生えの

生育をほとんど阻害しないにも関わらず、

ABA 8'位水酸化酵素に対してウニコナゾール

-Pに匹敵する高い阻害活性を示した。さらに、

シロイヌナズナ芽生えやリンゴ芽生えに対

して、ウニコナゾール-Pに匹敵する高い乾燥

耐性付与効果を示した。ウニコナゾール-Pと

配座固定アナログは 100 M の高濃度におい

てリンゴ芽生えに褐変を誘導する副作用が

見られたが、ベンゼン環 4位修飾アナログに

はこのような副作用は全く見られなかった。

以上より、今回開発したウニコナゾール-P誘

導体、特にベンゼン環 4位修飾体は、ジベレ

リンやブラシノステロイドの生合成に関わ

る P450を含めた他の P450をほとんど阻害し

ない、ABA 8'位水酸化酵素に特異的な P450

阻害剤である可能性が高いと考えられる。 

 

７）ファゼイン酸 4’位還元酵素 

 シロイヌナズナを用いてファゼイン酸 4’

位還元酵素をコードしている遺伝子の系統

学的探索を行い、有望と思われる遺伝子を大

腸菌で発現させ、酵素活性を測定したが、活

性は認められなかった。シロイヌナズナゲノ

ム中には short-chainアルコールデヒドロゲ

ナーゼ (SDH) が約 90 遺伝子存在するので、

SDHファミリーを候補としてファゼイン酸 4’

位還元酵素をスクリーニングすることとし、

約 60個の SDHの全長 cDNAをデータベースあ

るいは RT-PCR により取得し、組換え酵素発

現系を構築した。これにより、ファゼイン酸 

4’位還元活性を示すクローンの同定が可能

となった。 

 一方、実際に植物抽出液を用いて酵素活性

を指標とした酵素タンパクの精製も試みた。

数種類の植物をスクリーニングした結果、キ

ヌサヤエンドウの未熟豆果の抽出液にファ

ゼイン酸 4’位還元酵素活性を検出した。反

応生成物はジヒドロファゼイン酸であり、そ

のエピ体は検出されなかった。実際にキヌサ

ヤエンドウ未熟豆果に含まれる ABA代謝物質



 

 

を検出定量した結果、ジヒドロファゼイン酸

だけが検出され、そのエピ 体は検出されな

かった。このことはファゼイン酸 4’位還元

酵素の反応性と一致していた。ファゼイン酸

還元酵素の至適 pH は 8.0 であり、補酵素と

して NADPHを要求した。したがってファゼイ

ン酸 4’位還元酵素は NADPH 依存的ジヒドロ

ゲナーゼであると予想される。キヌサヤエン

ドウ未熟豆果の粗抽出液を陰イオン交換樹

脂ならびに NADP アフィニティ樹脂、限外ろ

過膜を用いて分画し、同酵素を比活性で粗抽

出液の 130 倍以上に精製することができた。

この試料の SDS電気泳動によると、分子量約

3万付近に複数のバンドが検出された。今後、

ゲル中のタンパク質を回収し、部分的にアミ

ノ酸配列を決定すれば酵素遺伝子の同定に

到達できるものと思われる。 
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