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研究成果の概要（和文）：配糖化は、植物代謝産物の多様性の原因となる重要な反応であるが、高次配糖化（配糖体の
糖部分にさらに糖を付加する反応）に関わる知見は限られている。フラボノイド高次配糖化酵素UGT79B1の4種類の結晶
を得、構造解析を行った。解析にあたっては、高次配糖化酵素の知見が少なかったことから、シロイヌナズナなどから
新規のフラボノイド高次配糖化酵素遺伝子を単離、機能同定し、得られた知見に基づいて、基質認識・基質阻害に重要
なアミノ酸残基の同定とその生化学的解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Glycosylation plays an important role in the huge chemical diversity of plant 
metabolites. However, the knowledge about high-order glycosylation is limited. Four crystal structures of 
a flavonoid high-order glycosyltransferase UGT79B1 were dissolved. Genes encoding novel flavonoid 
high-order glycosyltransferases from Arabidopsis and soybean were also identified. Based on these data, 
amino acid residues which play crucial roles in the binding of substrates and substrate inhibition were 
found and biochemical analyses using mutated UGT79B1 proteins were conducted.

研究分野： 植物分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
配糖化は、20 万種ともいわれる植物特異的

代謝産物（二次代謝産物）の多様性の原因で
あると共に、代謝産物の安定化や水溶性の増
大に寄与し、細胞内輸送特性、生物活性、果
実類の食味にも影響を与える重要な反応で
ある。フラボノイド（フラボノール、フラボ
ン、アントシアニン等）は、最もよく研究さ
れている二次代謝産物の一つであり、比較的
少数の基本骨格が、配糖化、アシル化、メチ
ル化等の多様な修飾をうけ、天然には 7000 
種類以上の構造が存在する。フラボノイド配
糖体の中でも、高次配糖化（基本骨格に結合
した糖部分へのさらなる配糖化）されたフラ
ボノイドは、その高次配糖化様式によって、
果実の食味（苦味あるいは無味）や虫害抵抗
性の有無に影響をあたえることが知られて
いる(Plant J.,2004, 40,88-100; Phytochem., 
2001, 56, 717-721）。また、オーキシン輸送
体の変異により根の重力屈性に異常を示す
シロイヌナズナ pin2 変異体では、根の高次
配糖化フラボノールが減少する  (J. Biol. 
Chem., 2008, 283, 31218-31226)。 
研究開始当初、遺伝子が単離された植物二

次代謝産物の高次配糖化酵素は、数えるほど
しかなく、高次配糖化酵素の結晶構造の報告
も無かった。植物の配糖化酵素反応は、糖供
与体（ＵＤＰ糖）と糖受容体（フラボノイド、
テルペノイド等）の二基質反応であり、配糖
化酵素は、ファミリー１配糖化酵素（ＵＧＴ）
に分類される。これまでに決定された植物の
ＵＧＴ５種類の結晶構造に基づいて、フラボ
ノイドやトリテルペノイドの高次配糖化酵
素のモデリングが行われ、糖供与体（ＵＤＰ
糖）認識に関わるアミノ酸残基が決定されて
いる。しかしながら、糖受容体との共結晶が
得られたのは、フラボノイドのアグリコンを
認識する２種類のみであり (FEBS Lett., 
2009, 583, 3303-3309)、他の糖受容体（フラ
ボノイド配糖体、テルペノイドやアルカロイ
ド等）の認識に関する知見はない。ＵＧＴは
ＧＴ－Ｂ fold と呼ばれる保存された三次構
造をとり、特に糖供与体（ＵＤＰ糖）との結
合に関する領域は、高く保存されているが、
全体の配列同一性が 20-30％で、特に糖受容
体との結合に関係するＮ末端部分の保存性
が低く、モデリングによる予測が困難である。
さらに、ＵＧＴは、多重遺伝子族（シロイヌ
ナズナでは 100 以上、イネでは 200 種類以
上）として存在するため、系統樹解析により、
高次配糖化酵素は特有のクラスターを形成
するものの、その一次構造からのみで機能を
推定することも難しい。また、酵素反応速度
論的には、植物の配糖化酵素反応は、逐次反
応である事が示唆されている（Plant Sci., 
2000, 157, 105-112）が、その詳細な反応機
構（定序機構 or ランダム機構）も不明のま
まであった。 
 
２．研究の目的 

本研究は、結晶構造に基づいたフラボノイド
高次配糖化酵素の基質認識機構及び基質阻
害機構の解明とその応用を最終目的とし、 
①アントシアニン高次配糖化酵素 UGT79B1
の結晶構造解析 
②新規フラボノール高次配糖化酵素の機能
同定 
③結晶構造に基づいた高次配糖化酵素の基
質認識機構および基質阻害機構の解明 
を目指した。 
 
３．研究の方法 
 我々は、アントシアニン高次配糖化酵素
（ anthocyanidin 3-O-glucoside: 
2”-O-xylosyltransferase）である UGT79B1
の酵素のみおよび複数の糖受容体・糖供与体
との共結晶を用いて、結晶構造の解析を行い、
糖受容体・糖供与体認識に関わるアミノ酸残
基の解析を行った。 
また、研究開始当初、フラボノイド高次配

糖化酵素遺伝子の単離の報告が少なく、また、
一般的に、配糖化酵素は、植物種特異的にそ
の基質認識機構を獲得してきていると考え
られていることから、並行して、結晶構造が
得られたUGT79B1と同じシロイヌナズナか
らのフラボノイド高次配糖化酵素遺伝子
UGT79B6 の機能同定を行った。UGT79B6
は、UGT79B1 と高い配列同一性を持ってお
り、さらに UGT79B6 と UGT79B1 は、in 
vitro では、糖供与体は異なるが、同一の糖受
容体を利用することが予想されたため、基質
認識機構の解明に有用であると期待した。シ
ロイヌナズナ以外にも、複数の高次配糖化フ
ラボノイドを蓄積しているダイズのフラボ
ノイド高次配糖化酵素の機能同定を行い参
考とした。 
 UG79B1 の結晶構造および新規に機能同
定したフラボノイド高次配糖化酵素の知見
に基づき、組換え UGT79B1 タンパク質に
種々のアミノ酸置換の導入、キメラタンパク
質の生成をし、生化学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）アントシアニン高次配糖化酵素
UGT79B1 の結晶構造の解析 
シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の ア ン ト シ ア ニ ン
3-O-glucoside:2”-O-xylosyltransferase,
UGT79B1,の 4種類の結晶構造（酵素のみ、UDP
との共結晶、UDP/kaempferol 3-O-glucoside
との共結晶、UDP/cyanidin 3-O-glucoside と
の共結晶）が得られた。 
4 種類の結晶は、他の UGT と同様に 2 つの

ロスマン様ドメインからなる GT-B fold を取
っていた。UDP/kaempferol 3-O-glucoside あ
るいは UDP/cyanidin 3-O-glucoside との共
結晶については、2.0 Åの分解能でデータが
得 ら れ た 。 UGT79B1 の UDP/kaempferol 
3-O-glucoside との共結晶、UDP/cyanidin 
3-O-glucoside との共結晶の構造は、既知の
アグリコンを配糖化する UGT（フラボノイド



3－O-glucosyltransferase, VvGT1）の結晶
構造と比較して、より広い基質結合ポケット
を保持しており、配糖体が、アグリコンに比
べより広い空間を占めることとよく一致し
た。また、両結晶に置いて、糖受容体である
kaempferol 3-O-glucoside と cyanidin 
3-O-glucoside の UGT79B1 との結合位置は大
きく異なった。kaempferol 3-O-glucoside の
位置は、UDP 糖との糖部分の受け渡しが可能
な距離にあったが、cyanidin 3-O-glucoside
は、糖部分の受け渡しが不可能な位置に存在
した。このため、基質認識に関わるアミノ酸
残 基 の 推 定 に は 、 UDP/kaempferol 
3-O-glucoside との共結晶を用いた。また、
UDP/cyanidin 3-O-glucosideとの共結晶につ
いては、基質阻害との関連が考えられた。 
 
（２）新規のフラボノール高次配糖化酵素の
機能同定 
これまでに遺伝子が単離された植物二次代
謝産物の高次配糖化酵素は数えるほどしか
ない。より包括的な知見を得るために、
UGT79B1 と同じシロイヌナズナからフラボノ
ール高次配糖化酵素の単離と機能同定を試
みた。我々のグループでは、シロイヌナズナ
を材料として、網羅的にフラボノイド配糖化
酵素遺伝子の機能同定を行っており、既に機
能の異なる7種類のフラボノイド配糖化酵素
遺伝子を機能同定している。1 種類の植物種
から7種類のフラボノイド配糖化酵素が単離
された例はなく、フラボノイド配糖化酵素の
基質認識機構解明の分子進化学的アプロー
チにシロイヌナズナは最適な材料である。 
シロイヌナズナの花粉には、フラボノール

高 次 配 糖 体 で あ る フ ラ ボ ノ ー ル
3-O-hexosylglucoside が蓄積することが知
られていたが、その正確な構造は不明であっ
た。 
我々の研究室では、シロイヌナズナの花粉お
よびタペート組織の正常な発達に必須の転
写因子 Male sterility 1 (MS1)遺伝子変異体
と野生型の花粉の分析により、フラボノール
（kaempferol/quercetin）3-O-glucosyl(1→
2)glucoside が、ms1 変異体には蓄積せず、
野生型の花粉特異的に蓄積していることを
見出していた。ms1 変異体および野生型のマ
イクロアレイデータ解析より ms1変異体で発
現が抑制されているUGT遺伝子群を見出した。
その中で花粉特異的な発現様式を示す
UGT79B6 に着目した。 
 既知の高次配糖化酵素遺伝子は、UGT79, 
UGT91, UGT94 サブファミリー等からなるオ
ルソロガスグループOG8に属するが、UGT79B6
もこのグループに属した。点突然変異により、
ugt79b6 遺伝子機能が破壊された変異体を単
離し、フラボノイド分析をしたところ、フラ
ボノール3-O-glucosyl(1→2)glucosideが欠
損していた。UGT79B6 ゲノムクローンの導入
により、この欠損は相補されたことから、
UGT79B6 が花粉特異的なフラボノール 3- O 

-glucosyl(1→2)glucoside の必須であるこ
とを明らかとした。 
 大腸菌を用いてUGT79B6組換えタンパク質
を発現させ、酵素活性測定を行ったところ、 
UGT79B6 は、フラボノール 3-O-glucoside か
ら フ ラ ボ ノ ー ル 3- O -glucosyl(1 →
2)glucoside への反応を触媒した。糖受容体
としては、C3位にグルコースもしくはガラク
トースの付加したフラボノイドを広く基質
として認識したが、フラボノールアグリコン
や フ ラ ボ ノ イ ド 3,5-diglucoside, 
3,7-diglycoside は基質としなかった。糖供
与体としては、UDP-グルコース、UDP-ガラク
トース以外のUDP糖では配糖化活性を示さず、
また、UDP-グルコースをより好んだ。これら
の結果より、UGT79B6 が、フラボノイド
3-O-glucoside:2”- O 
-glucosyltransferase をコードすることを
明らかにした。 
 UGT79B6 の局在性についても調べるべく、
UGT79B6 のプロモーター領域 2kb に GUS 遺伝
子を結合したコンストラクトを導入した形
質転換シロイヌナズを作成した。GUS 染色の
結果より、UGT79B6 は、発達中の葯のタペー
ト組織およびマイクロスポアに局在してい
ることが明らかとなった。以上の結果を論文
として発表した。 
 また、シロイヌナズナ以外の植物として、
ダイズにも配糖化様式の異なる複数のフラ
ボノール高次配糖体が存在することが知ら
れている。組換え蛋白質を用いて、フラボノ
ール 3-O-glucoside/galactoside (1 → 2) 
glucosyltransferase 、 フ ラ ボ ノ ー 
3-O-glucoside (1 →  6) 
rhamnosyltransferase、他 1種類の UGT の機
能同定を行い、論文として発表した。 
 
（３）結晶構造に基づいた高次配糖化酵素の
基質認識機構および基質阻害機構の解明 
 UGT79B1 結晶構造、UGT79B6 および他のシ
ロイヌナズナ由来フラボノイド配糖化酵素、
ダイズの高次配糖化酵素の情報を基に、組換
えUGT79B1タンパク質に種々のアミノ酸置換
を導入し、生化学的解析を行った。 
 その結果、フラボノイドの脱プロトン化に
関わるアミノ酸残基は、アグリコンを基質と
する配糖化酵素と同一であり、配糖化酵素間
で保存されていることが明らかとなった。ま
た、酵素活性に必須なアミノ酸残基が新たに
明らかとなったが、分子間距離から糖供与体、
糖受容体のどちらと結合しているかは判別
できなかった。 
糖供与体の認識に関係する部位の同定の

ため、糖供与体の異なるシロイヌナズナの配
糖化酵素との融合タンパク質の作成を試み
たが、可溶性蛋白質として得ることができず、
生化学的解析には至らなかった。 
UGT79B1 の UDP/cyanidin 3-O-glucoside と

の共結晶の構造から、基質阻害との関連が考
えられたため、組換え UGT79B1 タンパク質を



用いて、広範囲の濃度のフラボノイド 
3-O-glucoside お よ び ア ン ト シ ア ニ ン 
3-O-glucoside を用いて酵素活性測定を行っ
たところ、両基質に置いて基質阻害が見られ、
また阻害様式に差が見られた。基質阻害に関
わると考えられるアミノ酸残基を置換した
変異 UGT79B1 タンパク質を作出し、解析した
ところ、予備的結果ではあるが、基質により、
酵素活性に差が見られた。 
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