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研究成果の概要（和文）：植物は多種多様な植物特化代謝物を生合成するが、ニトロ基を含む化合物は極めて少
ない。我々が植物（ビワ）から見出した新規ニトロ基合成酵素CYP94Aは植物に広く分布し、脂肪酸水酸化活性も
示すことが示唆された。そこで本研究では、様々な植物由来CYP94Aの機能解析を行った。これによって、ニトロ
基合成反応を触媒する“promiscuous”な脂肪酸水酸化酵素CYP94Aが双子葉植物に広く保存されていること、
CYP94Aはアルドキシムよりも脂肪酸に対して高い親和性を示すことを明らかにした。よって、アルドキシムが高
濃度で蓄積する特殊な条件において、CYP94Aはニトロ基合成反応を触媒すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Plants biosynthesize numerous numbers of plant specialized metabolites, but 
few contain nitro groups. We have discovered a novel nitro group forming enzyme CYP94A90 from 
loquat. CYP94A family members are widely distributed in dicot plants and some of them have been 
characterized as fatty acid hydroxylases. In this study we evaluated fatty acid hydroxylase activity
 and nitro group-forming activity of CYP94A from loquat and other plants. Our results demonstrated 
that CYP94As are “promiscuous” fatty acid hydroxylase, catalyzing the formation of nitro groups 
from aldoximes, and are widely distributed in dicot plants. In addition, CYP94A exhibited a higher 
affinity for fatty acids than aldoxime. Thus, CYP94A was thought to catalyze nitro group synthesis 
reactions under special conditions in which aldoxime accumulates at high concentrations.

研究分野：生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
希少な天然物の生合成酵素は、進化の過程で特定の反応を触媒するように最適化され、特定の種だけが有してい
る場合が多い。しかし、本研究では植物に広く存在している酵素が特定の条件で本来の機能とは異なる酵素活性
を発揮し、極めて珍しい化合物の生合成に関わることを示唆した。植物特化代謝物の多様化機構の新たな側面を
提示した点で学術的意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物が生合成する二次代謝産物は 20 万種以上にもおよび、植物の生存には必須ではないが外
敵に対する化学防御など多様な機能を有している。また、人類にとっては医農薬品などの資材と
なる地球上最大の化合物ライブラリーである。しかし、ニトロ基 (R-NO2) は医農薬品など、人
工の有機化合物には頻繁に含まれるが、ニトロ基を有する天然物は非常に少なく、植物・動物・
微生物を併せても、200化合物ほどしか見出されていない。そのため、ニトロ基合成酵素は微生
物からの報告はあるものの、植物からは見出されていなかった。 
ビワ (バラ科) の花は主要な香気成分としてニトロ化合物である (2-ニト
ロエチル)ベンゼンを放出する。本化合物は抗真菌作用があることから病原
菌に対する化学防御物質と考えられる。応募者はビワの(2-ニトロエチル)ベ
ンゼン生合成経路を酵素と遺伝子レベルで研究した結果、2 つの新規シト
クロム P450 を見出した。すなわち、CYP79D80 が L-フェニルアラニンを
フェニルアセトアルドキシムに、CYP94A90 がフェニルアセトアルドキシ
ムを(2-ニトロエチル)ベンゼンに変換する (図 1)。既知の CYP79 はアミノ
酸をアルドキシムに変換することが知られており、CYP79D80 の反応と一
致していた。一方、CYP94A は植物のクチクラの構成成分であるクチンの
生合成に関与する脂肪酸 ω水酸化酵素として知られていた。また、ニトロ
化合物の報告例の無い植物も CYP94A90 と相同性の高い (最大で 96%) 
CYP94Aを有しており、ほとんどの双子葉植物に保存されている。よって、
ビワの CYP94A90 だけがニトロ基合成反応を獲得したというよりは、
CYP94A90 以外の CYP94A も脂肪酸 ω 水酸化活性に加えて、ニトロ基合
成活性を隠し持っていると考えた。しかし、CYP94A90以外のニトロ基合
成活性は検討されておらず、CYP94Aの基質認識に関与する構造も明らか
にされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、双子葉植物に広く保存されている脂肪酸 ω水酸化酵素 (CYP94A) がニトロ基
合成反応も有しているかを明らかにし、さらに、CYP94Aの基質認識に関する構造を解明するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
（１）CYP94A90の脂肪酸 ω水酸化活性の検出 
ビワ由来 CYP94A90が脂肪酸 ω水酸化活性を有しているか明らかにするため、植物由来シトク
ロム P450の発現に最適化された出芽酵母WAT11株 (シトクロム P450のレドックスパートナー
であるシトクロム P450 レダクターゼをコードする遺伝子が染色体上に導入されている)におい
て CYP94A90を発現した。組換え酵母を破砕後、シトクロム P450が局在するミクロソーム画分
を調製した。ミクロソームと炭素数 10〜18の飽和脂肪酸を NADPHの存在下で反応し、反応生
成物を超高速液体クロマトグラフィー質量分析計またはガスクロマトグラフィー質量分析計を
用いて検出した。 
 
（２）様々な植物由来 CYP94Aのクローニングとニトロ基合成活性の検出 
タバコ（ナス科）、ヤハズエンドウ（マメ科）、ウメ（バラ科）から CYP94A をクローニングし
た。各 CYP94A は上述の方法によって酵母で発現し、ミクロソームを調製した。ミクロソーム
とフェニルアセトアルドキシムを NADPH の存在下で反応し、反応生成物はガスクロマトグラ
フィー質量分析計を用いて検出した。 
 
（３）大腸菌におけるウメ由来 CYP94Aの大量生産と、基質親和性 
予備検討の結果、ウメ由来 CYP94A の大腸菌における発現が良好であった。そこでウメ由来
CYP94Aをヒスタグ融合タンパク質として大腸菌で発現し、ニッケルアフィニティークロマトグ
ラフィーにより粗精製した。粗精製酵素とフェニルアセトアルドキシムまたは脂肪酸の基質結
合スペクトルを測定した。 
 
４．研究成果 
（１）CYP94A90の脂肪酸 ω水酸化活性 
CYP94A90と炭素数 10〜18の飽和脂肪酸を NADPHの存在下で反応し、反応生成物をメチルエ
ステル化、さらに TMS誘導体化し、ガスクロマトグラフィー質量分析計を用いて検出した。そ
の結果、CYP94A90は C12、C14、C16の脂肪酸の ω位を水酸化することが明らかになった (図
2)。なお、CYP94A90 はミリスチン酸に対して最も高い比活性を示した。以上のことから、
CYP94A90はニトロ基合成反応だけでなく、脂肪酸 ω水酸化反応を触媒する promiscuousな酵素

図 1. ビワの(2-ニ
トロエチル)ベン
ゼン生合成経路. 



であることが明らかになった。 

 
（２）様々な植物由来 CYP94Aのクローニングとニトロ基合成活性の検出 
続いて、タバコ由来 CYP94A5、ヤハズエンドウ由来 CYP94A1、ウメ由来 CYP94A91がニトロ基
合成反応を触媒するか調査した。その結果、いずれの CYP94A もフェニルアセトアルドキシム
から(2-ニトロエチル)ベンゼンを合成した (図 3)。よってビワ由来 CYP94A90だけでなく、多く
の双子葉植物由来 CYP94Aがニトロ基合成反応を触媒することが示唆された。 
 
（３）大腸菌におけるウメ由来 CYP94Aの大量生産と、機能解析 
CYP94Aのニトロ基合成反応と脂肪酸水酸化活性を比較するために、CYP94Aの異種発現系を検
討した。その結果、ウメ由来 CYP94A91 が大腸菌において良好に生産できることを明らかにし
た。そこでウメ由来 CYP94A91 をモデル酵素として機能解析を行った。ウメ由来 CYP94Aをヒ
スタグ融合タンパク質として大腸菌で生産し、精製した。脂肪酸（ミリスチン酸）とフェニルア
セトアルドキシムの基質結合差スペクトルを測定した結果、ミリスチン酸は Type I、フェニルア
セトアルドキシムは Type IIのスペクトル変化を示した。すなわち、アルドキシムの窒素原子が
ヘム鉄に配位することが示唆された。また、基質濃度を変化し、結合親和性を評価したところ、
ミリスチン酸に対する (spectral dissociation constants) Ksは 40 µM、フェニルアセトアルドキシム
に対しては 4.6 mMと推定された。このようにウメ由来 CYP94A91のミリスチン酸とフェニルア
セトアルドキシムに対する結合親和性は大きく異なることが明らかになった。 
以上のことから、ニトロ基合成反応を触媒する“promiscuous”な脂肪酸 ω水酸化酵素 CYP94Aが
双子葉植物に広く保存されていることを明らかにした。また、ウメ由来 CYP94A91 の基質親和
性を評価したところ、脂肪酸に対する高い親和性を示した。よって、ビワの花のようにアルドキ
シムが高濃度で蓄積する特殊な条件において、CYP94Aはニトロ化合物の生合成に関与すると考
えられた。 
 
 

図 2. ビワ由来 CYP94A90 による脂肪酸水酸
化反応. (A) GC-MSによる反応生成物の検出。
生成物を赤の矢印で示した.(B) ω ヒドロキシ
ラウリン酸のマススペクトル.(C) 反応生成物
のマススペクトル. 

図 3. 様々な植物由来 CYP94Aによるニ
トロ基合成反応. CYP94A とフェニルア
セトアルドキシムを反応し、GC-MS を
用いて反応生成物を検出した。反応生成
物を赤の矢印で示した。 
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