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研究成果の概要（和文）：植物が産生するテルペン類は、数千種類以上あるとされる。基質

となるプレニル二リン酸、テルペン合成酵素、そしてテルペンを修飾する酵素が各々複数

存在する事により、テルペンの多様性が生じている。われわれは、柑橘、茶等の植物から、

多数のプレニルトランスフェラーゼ、テルペン合成酵素、そしてテルペン修飾酵素(テルペ

ンアルコール脱水素酵素)をクローニングし、その特異性を決定した。特に、テルペンアル

コール脱水素酵素と基質との複合体の結晶構造を、所属するファミリーの酵素の中で初め

て解析することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Plants produce many thousands of terpenes for certain essential 

physiological roles. The enormous number and diversity of terpenes in plants is though to 

arise from diversities of precoursor-producing enzymes, terpene synthases and 

terpene-modifying enzymes. We performed identification, cloning, and characterization of 

these enzymes from Citrus unshiu, Camellia sinensis, etc. Especially, we determined the 

structure of terpene alcohol dehydrogenase complexed with substrate and coenzyme. 
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１．研究開始当初の背景 

 植物が産生するテルペン類は、テルペン
合成酵素によって産生され、植物に耐熱性、
活性酸素種耐性、光防護作用、抗菌・抗酸
化作用をもたらし、食品の質を決める重要

な因子でもある。また、自ら移動できない
植物は、生存戦略すなわち他の植物、益虫、
害虫とコミュニケーション (Volatile 
Communication) をとる手段としてβ-ミル
セン等の揮発性テルペンも利用している。
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さらに、ヒト体内に取り込まれると代謝産
物が直接脳にに作用することで容易に脳内
神経伝達物質に変動をもらたらしリラック
ス・不安解消効果をもたらす等、テルペン
が関与する研究分野は多岐にわたる。先に
行 わ れ た ゴ ー ド ン 会 議 （ Floral & 
Vegetative Volatiles）でもテルペン、特
に炭素数 15 個(C15)以下の揮発性テルペン
は話題の中心であった。静岡の特産品であ
る茶や温州ミカンをはじめとする柑橘類の
香りもまた、ストレス緩和作用や抗鬱作用が
あるといわれ、その精油成分中には４０種類
以上のテルペノイド(C10-C15)が含まれる。
なお、テルペノイドは C5 イソプレン単位に
由来する GPP（ゲラニルピロリン酸）や FPP
（ファルネシルピロリン酸）といったピロリ
ン酸エステルから産生される。 
 
 
２．研究の目的 
 我々は、１０種の異なる柑橘の mRNA やゲ
ノム DNAから新規テルペノイド合成酵素遺伝
子のスクリーニングをする過程で、非天然型
で細胞内での存在自体が不明である NPP（ネ
リルピロリン酸）を基質とするモノテルペン
合成酵素があることを見出した。また、茶の
香りには、モノテルペン及びその誘導体が多
く含まれ品質を左右しているが、モノテルペ
ン合成酵素含め、その生合成に関わる酵素に
関する報告は少ない。またレモンマートルと
いう植物にはテルペンの一種であるシトラ
ールが、多量に葉に含まれるが、その生合成
に関わる酵素は未知であった。そこで、テル
ペンの前駆体を合成する短鎖プレニルトラ
ンスフェラーゼ、テルペン合成酵素、及びテ
ルペンを修飾する酵素に焦点を当て、研究を
行った。 
 
 
３．研究の方法 
 種々のサンプルの mRNA やゲノム DNAから
各種酵素遺伝子を、Homology-based PCR
法,5’-RACE法,3’-RACE法,TAIL-PCR法等を
用いて増幅し、異種発現系にて大量発現させ
た。発現させた酵素を精製後、基質特異性な
ど酵素学的性質の決定を行った。各遺伝子の
発現量の確認を Real-time PCR 法、また反応
機構を分子で解析するため、部位特異的変異
体の作製、結晶化及び X線結晶構造解析を試
みた。 
 
 
４．研究成果 
(1)柑橘類のプレニルトランスフェラーゼ 
 温州ミカンの未熟果より 6種類のプレニ
ルトランスフェラーゼ(GPPS)のクローニン
グに成功した。GPPSはアミノ酸配列とサブ

ユニット構造の違いから 3 つのグループに
分類されるが、それら 3つのグループそれ
ぞれに属する酵素をクローニングすること
ができた。１つ目のグループは、現在まだ
報告された酵素の少ないグループで、ここ
に属する酵素を CuGPPS1 とした。CuGPPS1
は IPPと DMAPPから GPPと少量のファルネ
シル二リン酸 (FPP)とゲラニルゲラニル二
リン酸 (GGPP)を生成したが、その活性は非
常に低かった。また配列から CuGPPS1はミ
トコンドリア局在と予想され、モノテルペ
ン合成には関与していないと思われる。2
つ目のグループはホモダイマーの GPPS が
属すグループで、GGPPS と配列が似ている
ことが特徴である。このグループに属す酵
素を CuGPPS2, 3 とした。両者は共に GPPS
活性を示したが、活性の強さは大きく異な
っていた。特に活性の強い CuGPPS3は、配
列からモノテルペン合成が行われるプラス
チド局在であると予測され、モノテルペン
合成に関与している可能性が示唆された。
またこれと似た配列を持ついくつかの酵素
がジャスモン酸によって発現誘導されるこ
とから、特に植物の防御に関わるモノテル
ペン合成への関与が予想される。最後の 3
つめのグループはラージサブユニット 
(LSU)とスモールサブユニット (SSU)から
なるヘテロダイマーの GPPS のグループで
ある。このグループでは SSU と 2 種の LSU
が得られた。SSU 単独では GPPS、LSU 単独
では GGPPS活性を示したが、その活性は弱
く、両者をあわせることで高い GPPS活性が
得られた。これらはプラスチド局在が予測
され、精油に含まれるモノテルペン合成へ
の関与が考えられた。 
 
(2)NPP依存性モノテルペン合成酵素 
 柑橘類より NPP依存性という新奇な基質
特異性を持つモノテルペン合成酵素のクロ
ーニングに成功したため、部位特異的変異
体の作製により NPP依存性を決定するアミ
ノ酸残基の特定、非天然型基質を用いた反
応機構の解析を行った。結果、部位特異的
二重・三重変異体を作製することにより、
NPP 依存性が GPP依存性に変化し、NPP依存
性という希有な性質を決定しているアミノ
酸残基を特定できた。非天然型基質への反
応性は低く、反応経路の詳細な解析は今後
の課題である。 
 
(3)茶のテルペン合成酵素 
 茶葉よりリナロール合成酵素のクローニ
ングを試みた。結果、3 種のテルペン合成
酵素のホモログが得られ、CsTPS1、CsTPS2、
CsTPS3と命名した。GPP、NPP、FPPを基質
として反応産物を解析した結果、それぞれ、
オシメン合成酵素、リナロール合成酵素、



 

 

ファルネセン合成酵素であることが分かっ
た。しかし、CsTPS2 の活性は非常に低く、
異種発現系によるミスフォールディング、
もしくは機能していないホモログであるこ
とが考えられた。これら遺伝子の発現量の
変化を、時期別、部位別、時間別(日周変動)、 
転写レベル(Real-time PCR により)で調べ
たが、生理学的な意義は見いだせなかった。
翻訳レベルでの解析を現在進めている。 
 
(4)シトラール合成に関する酵素 
 レモンマートルでモノテルペン合成酵素
のスクリーニングを行ったところ、ゲラニ
オール及びリナロール合成酵素が個別に存
在することを見出した。そこで、シトラー
ルはアルコールデヒドロゲナーゼの一つの
ファミリーであるシンナミルアルコールデ
ヒドロゲナーゼ(CAD)ファミリーにより、リ
ナロールを前駆体として産生されると考え、
CADのクローニングを行った。結果、5つの
CAD を見出し、その特性解析及び結晶構造
解析を行った。なお、CAD は基質特異性が
広く、テルペンアルコールを含む多様なア
ルコールの酸化する事ができるが、一次配
列および基質特異性から ClassI(主にリグ
ニン合成に関与)と ClassII(機能があまり
特定されていない)に分類され、そのうち
ClassII の CAD はゲラニオールに対して高
い活性を持っていた。ClassIの CADはシン
ナミルアルコールなどの基質に対し高い活
性を持っていたが、ゲラニオールに対する
活性は低かった。ClassIの活性部位の一部
を ClassII 型にすることで、ClassII より
ゲラニオールに対して高い活性を持つ変異
ClassI CAD の創製に成功した。また、CAD
ファミリーではじめて、基質、補酵素(NADH)
との三者複合体の X線結晶構造解析に成功
した。基質は、直接活性中心の亜鉛に配位
し、補酵素からプロトンを授受するのに都
合の良い位置に結合していた。 
 
 

 
図. ClassII CAD の活性中心 A)黄色がゲラニ
アール、赤が亜鉛。B)分子表面図 
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