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研究成果の概要（和文）：植物中の有用二次代謝産物であるリグナン類については，その代謝関連遺伝子に関す
る情報が未だ十分に得られていない．研究代表者等はリグナン類の網羅的定量系を確立し，シロイヌナズナに適
用した．．本研究では，近年注目を集めているゲノム編集技術 TALEN (transcrption activator-like effector
 nuclease) を用いて，シロイヌナズナ中のリグナン類の配糖体化酵素を明らかにすることを目的とし，このた
めの形質転換体の取得を行なった．変異体などの解析からシロイナズナの UGT71C1 はリグナン類のピノレジノ
ールとラリシレジノールを基質とすることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Lignan is a class of useful plant secondary metabolites. The information on 
genes involved in lignan biosynthesis is limited even in the model plant species Arabidopsis to 
date. We had established lignan profiling method and evaluated lignans in Arabidopsis. In this 
study, transcription activator-like effector nuclease (TALEN) was used to knock-out multiple UGT 
genes to reveal UGTs involved in glucosylation of lignans in Arabidopsis. It was revealed that 
UGT71C1 is able to transfer glucose from UDP-glucose to lignans, pinoresinol and lariciresinol in 
vitro. Less amount of  lignan glucosides and more aglycones in mutants indicated that UGT71C1 is 
involved in lignan glucosylation in Arabidopsis.

研究分野：植物代謝工学
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 ゲノム編集技術の一つである	 TALENs	
(transcription	 activator-like	 effector	
nucleases)	は，Science	誌の	2012	年のブレ
ークスルーに選ばれた技術であり，多くの生
物でゲノム編集に用いられている（図 1）．植
物ではシロイヌナズナ，タバコ，オオムギ，イ
ネなどでの実施例が報告されている．	

	
図 1.	TALENs	による遺伝子配列切断	

	

(2)	リグナン類は植物の二次代謝産物であり，
健康維持効果に優れたセサミンや抗ガン活性
を示すアルクチゲニンなどの有用物質が存在
するが，これまで代謝工学研究はあまり行わ
れておらず，その代謝についての知見も得ら
れていない．研究代表者らはモデル植物であ
るシロイヌナズナ中のリグナン類の網羅的定
量系を確立し，その代謝工学研究を可能にし
た．	
	
２．研究の目的 
(1)	植物の二次代謝産物の代謝工学において
は配糖体化酵素の制御が重要である．しかし，
シロイヌナズナでは，リグナン類の配糖体化
酵素は明らかにされておらず，その詳細が不
明であった．そこで本研究では	TALENs	を用
いて候補遺伝子である	UGT71C	ファミリーの
多重遺伝子破壊を行うことで，リグナン類の
配糖体化酵素を明らかにすることを目的とし
た．なお，シロイヌナズナの染色体上では，候
補遺伝子がタンデムに座位しており（図 2），
この遺伝子破壊にはゲノム編集技術が必須で
ある．	

	

図 2.	配糖体化酵素遺伝子の染色体上の座位	

 
(2)	また，当初は予定になかったが，企業や
研究機関からの依頼があり，リグナン類を含
む植物中のフェノール性化合物の代謝工学研
究を行った．	
 
３．研究の方法 
(1)	配糖体化酵素遺伝子を大腸菌にて発現さ
せ，リグナン類に対する糖転移活性を評価し
た．糖供与体として	UDP-グルコース，糖受容
体としてシロイヌナズナ中に比較的多量に存
在するピノレジノールおよびラリシレジノー
ルを用いた（図 3）．	

図 3.	シロイヌナズナ中の主要リグナン代謝経路	

(2)	 TALENs	 には広島大学の山本研究室で開
発されたプラチナム	 TALEN	 を大阪大学の村
中研究室で植物用に改変したものを用いた．
また，UGT71C1	に特異的な配列を標的とする
もの，および，UGT71C1	と	UGT71C2	に共通の
配列を標的とするものの	 2	 種のベクターを
設計した．これらのベクターをアグロバクテ
リアを介した花序接種法にてシロイヌナズナ
に導入した．	
	
(3)	フェノール性化合物のプロファイリング
は高速液体クロマトグラフ–フォトダイオー
ドアレイ検出器（HPLC-PDA）を用いて行った．
植物サンプルを液体窒素で凍結し，ボールミ
ルにて粉砕した後，凍結乾燥を行なった．80%
メタノール溶液にて抽出を行い，遠心分離お
よびフィルター濾過を行ったものを	 HPLC-
PDA	に供した．	
	
４．研究成果	
(1)	 UGT171C1	 を大腸菌にて発現させそのリ
グナン類に対する糖転移活性を調べたところ，
この酵素がUDP-グルコースをピノレジノール
およびラリシレジノールに転移させる活性を
もつことが明らかになった（図 4）．なお，こ
の際の分析には超高速液体クロマトグラフ–
トリプル四重極質量分析器を用いた．	

	
図 4.	UGT71C1	によるピノレジノールおよびラリシレジ

ノールの配糖体化	

	
(2)	 薬剤選抜マーカーによってそれぞれの	
TALEN	を導入した形質転換体を取得した．そ
のうち	 UGT71C1	 を標的とした形質転換体に



ついてゲノムを鋳型とした	 PCR	 による変異
を確認した（図 5）．	

図 5.	UGT71C1	を標的とした	TALEN	形質転換体の変異

検出	

	
並行して別途取得した	 ugt71c1	 変異体につ
いてそのリグナン類のプロファイリングを行
なった．その結果，変異体でピノレジノール
量が顕著に増加しており，逆にそのグルコー
ス配糖体の減少が確認できた．さらに，ラリ
シレジノールの配糖体の顕著な現象も確認さ
れた（図 6）．	

	
図 6.	ugt71c1	変異体中のリグナン含有量の変化	

	
以上の結果より，UGT71C1	がシロイヌナズナ
中のピノレジノールおよびラリシレジノール
の配糖体化を触媒することを明らかにした．	
	
(3)	リグナン類などのフェノール性化合物の
含有量を高めるための代謝工学研究を行なっ
た．HPLC-PDA	を用いてフェノール性化合物の
プロファイリグ系を構築した（図 7）．この系
を用いて，特定の栽培条件化で機能性のフェ
ノール性化合物の量が顕著に増加することを
発見した（図 8）．	

図 7.	HPLC-PDA	によるフェノール性化合物のプロファ

イリング	

図 8.	特定栽培環境下での機能性フェノール性化合物の

増加	
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