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研究成果の概要（和文）：アントシアニン修飾に関わる液胞型アシル-グルコース依存型配糖化酵素について、単子葉
植物のアガパンサスにおいて機能していること、またシロイヌナズナの紅葉においてアシル化されたアントシアニン分
子の最終ステップの配糖化に機能していることを明らかにし、この配糖化反応が植物界に一般的であることを示した。
またデルフィニウム萼片において、p-hydroxybenzyl-glucose が液胞内において配糖化酵素およびアシル化酵素の基質
として一物二役の役割を果たしていることから Zwitter donor という新しい概念を呈示した。

研究成果の概要（英文）：Acyl-glucose dependent glucosyltransfrase (AAGT) gene was found in a monocot plant
, Agapanthus, and Arabidopsis AAGT acted to acyl-modified anthocyanin with glucosyl residues in red turnin
g leaves, indicating that AAGT reaction is common in the plant kingdom. In delphinium sepals, p-hydroxyben
zyl-glucose (pHBG) acted as a glucosyl-donor at modification at the 7 position of anthocyanidin. The antho
cyanin, violdelphin, consisted of three glycosyl and two p-hydroxybenzyl (pHBA)-residues, conjugated with 
alternately tandem and linear conjugation of glycosyl and pHBA-residues. In the reaction to form violdelph
in, it was revealed that pHBG played a bi-functional role to be acyl donors and glucosyl donors for acyl-g
lucose dependent acyl-transferase and AAGT as Zwitter donor. The gene for UDP-glucose dependent pHBA gluco
syltransferase was identified and the loss of this activity resulted not to modify at the 7 position of an
thocyanidin.
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１．研究開始当初の背景	
 
高等植物は様々な二次代謝化合物を合成し
ており、その多くが配糖化やアシル化を受け
て液胞に蓄積されている。これまで二次代謝
化合物の配糖化は細胞質に存在する	
 UDP-糖
依存型の配糖化酵素で、アシル化についても
アシル-CoA	
 依存型アシル基転移酵素で行な
われているとされてきた。しかし二次代謝化
合物の中には複雑な配糖化がなされている
ものがあり、その配糖化やアシル化機構につ
いては未解明の部分が多い。例えばアントシ
アニンについては、その基本骨格であるアグ
リコンは植物界に	
 6	
 種類しかなく、これに
様々な糖やアシル基が複雑に付加・修飾され
ることによって、その分子種は	
 1,000	
 を超
えるバラエティーに富んでいるが、その配糖
化について、たとえばアントシアニジンの	
 7	
 
位の配糖化や	
 3	
 個以上の糖や有機酸が結合
する機構については未解明であった。特に	
 7	
 
位の配糖化とアシル化によるポリアシル化
アントシアニンはデルフィニウム、シネラリ
アなどの青い花色を発色するために必須で
あり、この配糖化機構の解明が求められてい
た。	
 
	
 そこで当研究者はカーネーション花弁か
ら新規糖供与体としてアシル-グルコースの	
 
1	
 種である vanillyl-glucose	
 を見いだし、
さらにデルフィニウムにおいてもアシル-グ
ルコースが基質となってアントシアニンの	
 
7	
 位に配糖化することを見いだした。そこで、
この反応を司る酵素タンパク質を赤色カー
ネーション花弁から精製し、その部分アミノ
酸配列を決定して、そのアミノ酸配列を元に	
 
degenerate	
 primers	
 を合成してカーネーシ
ョンの赤色花弁およびデルフィニウム萼片
から	
 PCR	
 によって	
 cDNA	
 をクローニングし、
さらに	
 RACE	
 法によってその全長	
 cDNA	
 を
得たところ、glycoside	
 hydrolase	
 family	
 1	
 
(GH1)	
 に 属 す る 新 規 の 液 胞 内 酵 素	
 
(DcAA5/7GT)	
 であることを明らかにした。ま
たアントシアニンのアシル化について、唯一、
チョウマメからアシル-グルコースをアシル
基供与体とする酵素が見いだされ、その精製
と	
 cDNA	
 のクローニングがなされ、これが	
 
serine	
 carobxypeptidase	
 like	
 (SCPL)	
 タン
パク質に属する	
 acyl-glucose	
 dependent	
 
acyltransfetase	
 (AGAT)	
 であることが見い
だされ、これも液胞内に存在して機能してい
ることが見いだされた。これらのことから、
デルフィニウム萼片などにおけるポリアシ
ル化アントシアニンは液胞内で合成される
ことが示唆されていたが、その全容は未解明
であった。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
液胞型配糖化酵素については、当研究室が世
界で初めてカーネーションおよびデルフィ
ニウムから見いだしたものであり、その他の
植物種において、未だに知られていない。そ
こで、当研究では、	
 

(1)	
 この	
 AA7GT	
 は双子葉植物においてのみ
特異的であるのかどうかを明らかにするた
め、青色花を咲かせる単子葉植物アガパンサ
スからの	
 AA7GT	
 の同定を行なう。	
 
(2)	
 この液胞型配糖化酵素は花でのみ働く
のか、それとも葉においても機能しているの
かを明らかにするため、シロイヌナズナにお
いて紅葉、すなわちアントシアニン合成を誘
導できる実験系を確立し、その未同定の最後
の配糖化酵素が液胞型配糖化酵素であるか
を明らかにするため、AA5/7GT	
 と同じ clade	
 
に入るカウンターパートと考えられる酵素
遺伝子について、バイオリソースから入手し
た	
 T-DNA	
 挿入変異体のホモ化ラインを確立
するとともに、強制発現体を作出し、分担研
究者である大阪府立大学の太田大策教授の
グループによってメタボローム解析を行な
っていただき、どのような代謝系に関与して
いるのかを明らかにする。	
 
(3)	
 大腸菌におけるタンパク質発現に成功
している	
 DcAA5GT	
 および	
 DgAA7GT	
 から結
晶を得て、連携研究者の養王田正文教授との
共同研究による結晶構造解析、さらにモデリ
ングによる解析を通して、活性中心部を明ら
かにするとともに、そのアミノ酸部位に変異
を導入したタンパク質を作成することによ
って、その反応機構を明らかにする。	
 
(4)	
 ポリアシル化アントシアニンの合成メ
カニズムについて明らかにするため、デルフ
ィニウム萼片における配糖化とアシル化の
メカニズムを明らかにすることを目的とし
た。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 アガパンサスからの	
 AA7GT	
 の同定	
 
すでにカーネーションおよびデルフィニウ
ムにおいて	
 AA7GT	
 に高い相同性を有してい
るアミノ酸配列領域が明らかになっている
ので、そのアミノ酸配列領域に対する縮重プ
ライマーを使って	
 PCR	
 を行い、これら植物
種からの	
 AA7GT	
 のクローニングを行い、そ
の発現プロファイルなどを解析した。	
 
(2)	
 シロイヌナズナ紅葉時における	
 AA7GT	
 
遺伝子の解析	
 
AA5/7GT	
 遺伝子と相同性の高いシロイヌナ
ズナの遺伝子をデータベース上から探索し、
そのカウンターパート遺伝子候補のノック
アウト体およびそれを相補させる強制発現
体の作出とその代謝産物のメタボローム解
析を行なった。	
 
(3)	
 AA5/7GT	
 タンパク質の構造解析	
 
大腸菌において	
 DcAA5GT	
 および	
 DgAA7GT	
 
タンパク質を高発現する条件を決定し、得ら
れたタンパク質について、結晶化を行い、X	
 
線結晶構造解析を行なうことを試みた。さら
に、それと同時に、すでに他の	
 GH1	
 タンパ
ク質において結晶構造解析が解かれている
ものをリファレンスとしてモデリングを行
い、その活性に重要なアミノ酸配列を見いだ
し、そこに点突然変異を導入することによっ



て、活性や基質特異性がどのように変化する
のか、特にアントシアニンの	
 5	
 位と	
 7	
 位の
結合位置をどのようにして、これら酵素が見
極めているのかを調べた。	
 
(4)	
 ポリアシル化アントシアニン合成系の
解明	
 
デルフィニウムにおいて	
 7	
 位にグルコース
を結合させる酵素である	
 AA7GT	
 については	
 
2010	
 年に当研究者が明らかにしたが、その
次のアシル基である	
 p-hydroxybezoic	
 acid	
 
(pHBA)、その次に結合するグルコース、さら
にその先に結合する	
 pHBA	
 がどのような酵
素メカニズムによって直鎖状に結合してい
るのか、デルフィニウム萼片から粗酵素抽出
液での活性測定ならびに	
 cDNA	
 のクローニ
ングと変異体の解析を行なった。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 アガパンサスからの	
 AA7GT	
 の同定	
 
アガパンサスの花弁から粗酵素液を得て、
cyanidin	
 3-glucoside	
 (Cy3G)	
 を糖受容体、
feruloyl-glucose	
 を糖供与体として反応を
行 な わ せ た と こ ろ 、 cyanidin	
 
3,7-diglucoside	
 (Cy3,7dG)の合成が見られ、
単子葉植物であるアガパンサスにおいても	
 
AA7GT	
 活性があることが明らかになった。さ
らにその	
 cDNA	
 をクローニングし、大腸菌で
発現させた組換えタンパク質を用いて基質
特異性を調べたところ、acyl-glucose	
 につ
いて 	
 C6-C1-glucose	
 でも 	
 C6-C3-glucose	
 
でも糖供与体となること、糖受容体としては
アントシアニンの	
 3	
 位にグルコース以外の
ガラクトースやルチノースが結合していて
も配糖化されるが、5	
 位に糖が結合している
アントシアニンに対しては配糖化は起こら
ないことが明らかになった。さらに、アガパ
ンサス	
 AA7GT	
 のアミノ酸配列を他の植物種
の	
 AA7GT	
 および	
 GH1	
 タンパク質と系統樹
解析したところ、アガパンサス	
 AA7GT	
 は他
の植物種の	
 AA7GT	
 と同じクレードに属する
ことが明らかになり、このことから	
 AA7GT	
 
は進化の過程において単子葉植物と双子葉
植物に分かれる前から存在していたことが
明らかになった。	
 
(2)	
 シロイヌナズナ紅葉時における	
 AA7GT	
 
遺伝子の解析	
 
シロイヌナズナにおいて、切断葉を強光下に
置くことでアントシアニン合成を誘導でき
る系を確立した。これまでの研究からシロイ
ヌナズナにおけるアントシアニンはシアニ
ジンに	
 4	
 つの糖と	
 4	
 つの有機酸が結合し
ており、それら	
 3	
 つの糖は	
 UDP-glucose	
 
dependent	
 glycosyltransferase	
 (UGT)	
 およ
び	
 3	
 つの有機酸は	
 acyl-CoA	
 dependent	
 
aclytransferase	
 および	
 1	
 つの有機酸であ
る	
 sinapoyl	
 基は	
 SCPL	
 タンパク質酵素に
よって結合することが報告されていたが、
p-coumaroyl	
 基にグルコースを結合させる
配糖化酵素は未同定であった。上述のように	
 
SCPL	
 タンパク質酵素は液胞内で働くことか

ら、この p-coumaroyl	
 基にグルコースを結合
させる配糖化酵素も液胞型、すなわち AAGT	
 
様のタンパク質であると考えられた。そこで
候補遺伝子群である	
 AtBGLU	
 遺伝子のノッ
クダウン変異体について、その紅葉時のアン
トシアニン分子種の解析を行なったところ、
AtBGLU10	
 ホモ変異体において野生型が合
成・蓄積しているアントシアニン分子の修飾
末端の	
 p-coumaroyl	
 基の先のグルコースが
欠失していることが明らかになった。そこで
AtBGLU10	
 ホモ変異体からこのアントシアニ
ンを抽出・精製し、これを基質とし、アシル
-グルコースを糖供与体として、野生型の紅
葉から得た抽出液を用いて酵素反応を行な
ったところ、グルコースの付加が確認された。
また	
 AtBGLU10	
 ホモ変異体に	
 AtBGLU10	
 プ
ロモーター::	
 AtBGLU10	
 cDNA	
 のコンストラ
クトを導入した形質転換体の紅葉を解析し
た結果、アントシアニンの分子種が野生型に
復帰し、相補されることが明らかになった。
これまでに見いだされた	
 AAGT	
 は花弁にお
いてのみ発現が見られ、しかもアントシアニ
ンのアグリコンにグルコースを直接付加す
る酵素のみであったが、AtBGLU10	
 は花では
なく紅葉において発現が見られること、また
アグリコンにグルコースを付加するのでは
なく、アシル基や糖で修飾されたアントシア
ニンの末端のアシル基の先に糖を付与する
ことを明らかにした。	
 
(3)	
 AA5/7GT	
 タンパク質の構造解析	
 
大腸菌による	
 AA5/7GT	
 タンパク質の大量発
現につき、すべてのコドンを大腸菌で最適と
なる合成	
 cDNA	
 を用いるなど様々な条件検
討を行なったが高発現が見られず、またピ
キア酵母の高発現を用いた場合にも発現量
はわずかであり、大量の酵素タンパク質が
得られず、酵素タンパク質の結晶化に至らず、
その構造解析はできなかった。	
 
(4)	
 ポリアシル化アントシアニン合成系の
解明	
 
デルフィニウム萼片より得た	
 AA7GT	
 cDNA	
 を
大腸菌のタンパク質高発現系を用いて大ス
ケールでの反応を行い、Cy3,7dG	
 を大量に合
成し、これを基質とするために精製した。こ
れを受容体としてデルフィニウム萼片の粗
抽出液において	
 p-hydroxybezoyl-glucose	
 
(pHBG)	
 を加えて反応時間を追って、その酵
素反応生成物の解析を行なったところ、まず	
 
pHBG	
 がアシル基供与体となって	
 AGAT	
 によ
って	
 p-hydroxybezoyl	
 基が結合し、さらに
そのアシル基の先に	
 pHBG	
 がグルコース供
与体となって	
 AAGT	
 によってグルコースが
結合し、さらにそのグルコースの先に	
 pHBG	
 
がアシル基供与体となって	
 AGAT	
 によって	
 
pHBA	
 が結合して、グルコース	
 3	
 分子と	
 
pHBA	
 2	
 分 子 が 直 鎖 状 に 結 合 し た	
 
violdelphin	
 が合成されることを見いだし
た。そこで、その	
 AAGT	
 cDNA	
 につき、これ
までに得られた	
 AAGT	
 のアミノ酸配列にお
いて相同性の高い領域に対する宿重プライ



マーを設計し、10	
 個の	
 DgBGLU	
 cDNA	
 の部分
配列を得た。それらすべてについて全長	
 
cDNA	
 をクローニングし、大腸菌タンパク質
発現用ベクターに導入し、得られた組換え大
腸菌粗酵素抽出液における	
 AAGT	
 活性を調
べたところ、そのうちの	
 2	
 種類が	
 AAGT	
 cDNA	
 
であることが明らかになった。これらのアミ
ノ酸配列について系統樹解析を行なったと
ころ、これまでに得られた	
 AAGT	
 とは異なっ
たクレードに属すること、すなわち今回明ら
かにした	
 AAGT	
 は、他の	
 AAGT	
 とは異なった	
 
GH1	
 に属する酵素遺伝子から独自に進化し
たこと、AAGT	
 遺伝子間における重複進化に
よるものではなく、別の	
 GH1	
 タンパク質遺
伝子として進化して生まれたものから由来
していることが明らかとなった。また	
 AGAT	
 
については、候補となる	
 cDNA	
 を	
 3	
 種類得
ることができたが、大腸菌内でそのタンパク
質活性を発現させることはできなかった。し
かし、最初のステップの	
 AGAT	
 活性が消失し
ているデルフィニウム変異体を見いだし、そ
の変異体においては	
 3	
 種類のうちの	
 1	
 つ
の	
 AGAT	
 遺伝子の発現が消失していること、
野生型デルフィニウム萼片の分化とアント
シアニンの合成に伴って特異的に誘導され
ることが見いだされ、この遺伝子が	
 AGAT	
 の
責任遺伝子であることが明らかになった。こ
れらのことから、pHBA	
 は液胞内においてア
シル基供与体およびグルコース供与体の	
 2	
 
つの役割を果たす	
 Zwitter	
 donor	
 であるこ
とを明らかにした（図	
 1）。	
 

	
 さらにデルフィニウム変異体群の中から	
 
delphinidin	
 3-rutinoside	
 (Dp3R)	
 を合成・
蓄積している品種を	
 5	
 品種見いだし、その
うちの	
 1	
 品種においては	
 AA7GT	
 活性およ
び	
 AA7GT	
 遺伝子の転写が欠失していること、

しかしその他の	
 4	
 品種においては	
 AA7GT	
 
活性および	
 AA7GT	
 遺伝子の転写が見られる
こと、さらにこの	
 4	
 品種では	
 pHBG	
 の合
成・蓄積が著しく低く抑制されていることを
明らかにした。一方で、これら	
 4	
 品種にお
い て は 	
 pHBG	
 の 代 わ り に
p-glucosyl-oxybenzoic	
 acid	
 (pGBA)	
 を合
成・蓄積していることを明らかにした（図	
 2）。
このことは、これら	
 4	
 品種においては	
 pHBG	
 
を 合 成 す る 	
 UDP-dependent	
 
glucosyltransferase	
 (UGT)	
 遺伝子の発現が
抑制もしくは消失していると考えられた。実
際に野生型およびこれら	
 4	
 種類のデルフィ
ニウム品種の萼片から得た粗酵素抽出液に	
 
pHBA	
 と	
 UDP-glucose	
 を加えて反応を行な
わせたところ、野生型では配糖化産物である	
 
pHBG	
 が合成されたが、これら	
 4	
 品種由来の

粗酵素抽出液においては、この活性は非常に
低く抑制されており、その代わりに	
 pGBA	
 が
合成されることが明らかになった。そこで野
生型のデルフィニウム品種の萼片からこれ
までに報告されている	
 phenylpropanoid	
 UGT	
 
に高く保存されているアミノ酸配列領域に
対する宿重プライマーを設計して	
 PCR	
 を行
なったところ	
 3	
 種類の	
 cDNA	
 が得られ、そ
の全長	
 cDNA	
 を獲得した。これらの塩基配列
をもとに	
 RT-PCR	
 によって野生型のデルフ
ィニウム萼片における発現プロファイルを
調べたところ、それら	
 3	
 つのうちの	
 1	
 つで
ある	
 pHBAGT	
 が萼片の分化過程とアントシ
アニン合成過程と強い相関が見られた。さら
に	
 4	
 種類の変異品種において	
 pHBAGT	
 の発
現が非常に強く抑制されていることを明ら
かにした。これら	
 cDNA	
 を大腸菌の高発現性
ベクターに導入し、形質転換大腸菌から粗酵
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 2.	
 デルフィニウムにおける	
 pHBA	
 
配糖化酵素	
 (pHBAGT)	
 の役割。これが
発現することによって	
 pHBG	
 が合成
され、Zwitter	
 donor	
 として機能して
ポリアシル化アントシアニンが合成
される。一方、この	
 pHBAGT	
 の発現が
抑制された品種（右上の	
 4	
 品種）に
おいては	
 pHBG	
 が合成されず、代わり
に	
 pGBA	
 が合成され、Dp3R	
 のステッ
プで止まってしまい、ポリアシル化が
行なわれなくなっている。	
 



素抽出液を得て、 pHBA	
 を 糖受容体、
UDP-glucose	
 を糖供与体として反応させた
時、他の	
 2	
 つの	
 cDNA	
 を導入したものにお
いては	
 pHBG	
 の合成が見られず、pHBAGT	
 cDNA	
 
のみにおいて	
 pHBG	
 の合成が見られた。これ
らのことから、ここで得られた	
 pHBAGT	
 cDNA	
 
に対する遺伝子が、デルフィニウム萼片のア
ントシアニン修飾において	
 Zwitter	
 donor	
 
として機能している	
 pHBG	
 を合成する責任
遺伝子であることを明らかにした。	
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