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研究成果の概要（和文）：本課題では、その生理活性が注目されている「フラボノイドＣ-配糖体」の生合成に
関わる「Ｃ-配糖化酵素」をソバやカンキツ類、マメ科植物などの植物から同定した。これらの酵素について詳
細な酵素反応解析とタンパク質の結晶構造解析を行い、Ｃ-配糖化酵素がベンゼン環と糖の間の特殊な炭素―炭
素結合を形成する反応の機構を推定した。また、これらの酵素遺伝子を保持する大腸菌を利用し、フラボノイド
をそのＣ-配糖体に高効率で生物変換する系を構築した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we identified C-glycosyltransferases those are responsible 
for the biosynthesis of valuable flavonoid C-glycosides from several plant species, such as 
buckwheat, citrus and leguminous plants. We characterized the enzymatic reaction of them precisely, 
and also analyzed the crystal structure of the protein to elucidate the reaction mechanisms of the 
C-glycosyltransferases producing carbon-carbon bonds between the sugar moiety and the aromatic 
carbon of flavonoids. We also achieved the production of C-glucosides of flavonoid by bioconversion 
using Escherichia coli expressing C-glucosyltransferases.

研究分野：植物生化学
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１．研究開始当初の背景 
（1）Ｃ−配糖体（図１）は、フラボンやカル
コンなどの化合物に対し、糖が炭素−炭素結
合した化合物群である。この特殊な結合のた
め、他の配糖体と比較して糖の結合が化学的
に安定で、グリコシダーゼや酸による加水分
解を受けないという特徴を持つ。これらは、
抗菌・抗酸化物質、昆虫の摂食阻害物質や花
の助色素などとしての作用のほか、血圧降下、
抗炎症、抗肥満など種々の生理活性を示すこ
とが報告されている有用化合物である。その
生合成に関わるＣ-配糖化酵素の理解は、これ
ら化合物の有効利用の観点からも重要であ
る。しかし、Ｏ-配糖化酵素は数多く報告され
て解析が進んで結晶構造や反応機構の詳細
が明らかになっていたのに対し、Ｃ−配糖化
酵素遺伝子は、単子葉植物のイネ科植物から
２例が報告されていたのみで、ほとんど研究
が進んでいない状況であった。本研究開始時
点において、我々は、ソバから双子葉で初め
てＣ-配糖化酵素遺伝子を単離して解析を進
めていたほか、マメ科植物のＣ-配糖化酵素遺
伝子を見いだしており、さらなる研究の進展
が期待される状況であった。 

  図１：フラボノイド-C-配糖体 
 
２．研究の目的 
（1）植物由来のフラボノイドＣ-配糖化酵素
の結晶構造解析を行い、Ｃ-配糖化酵素の反応
機構を分子レベルで明らかにする。さらに、
活性中心アミノ酸の置換による反応性の変
化の解析を通じて、Ｃ-配糖化酵素の基質認識
機構を解析し、Ｏ-配糖化酵素との違いを明ら
かにする。 
 
（2）これまでに解析されたＣ-配糖化酵素が
まだわずかであることから、Ｃ-配糖体を蓄積
する種々の植物から候補遺伝子を単離して
解析し、Ｃ-配糖化酵素の遺伝子の同定を行う
とともに、それぞれの酵素の反応性を解析す
る。それらと（1）の結果と併せて比較検討
し、種々のＣ-配糖化酵素の反応特性を明らか
にする。特に、di-Ｃ-配糖体（図１・右）の 2
番目のＣ-配糖化反応に関わる酵素を同定し、
その反応機構を明らかにする。 
 
(3）フラボノイドＣ-配糖体の簡便な合成法の
確立のため、大腸菌などの異種宿主発現系を
用いた、フラボノイドアグリコンをそのＣ−
配糖体に変換する生物的なＣ−配糖体生産系
を構築する。 
 
３．研究の方法 
（1）Ｃ-配糖化酵素の結晶化条件の検討およ

びＸ線結晶構造解析 
①ソバおよびマメ科植物から獲得した6種の
酵素タンパク質について、結晶化解析を目的
とした大量発現の検討を行い、選択したソバ
のＣ-配糖化酵素を大腸菌で大量発現させて
精製した。蒸気拡散法による結晶化の条件検
討を行い、さらに結晶化条件の最適化を行っ
た。 
②得られた結晶について、高エネルギー加速
器研究機構放射光科学研究施設でＸ線回折
実験を行った。得られた回折像について、分
子置換法で位相決定を行い、原子モデルを構
築した。 
③Ｃ−配糖化酵素と基質である UDP-グルコー
ス、およびフラボノイド基質を結晶溶液に加
えて共結晶を作出し、立体構造解析を行って
その基質認識機構の解析を行った。 
④③の情報を元にして FeCGTa 酵素の活性中
心付近のアミノ酸残基にそれぞれ点突然変
異を導入し、得られた酵素の反応性を解析し
た。 
 
（2）新規Ｃ-配糖化酵素の同定と機能解析 
①フラボノイドＣ-配糖体の蓄積が報告され
ており、公開データベースの存在するキュウ
リ、およびカンキツ類について、FeCGT と相
同性を示す候補遺伝子を選定し、その全長を
RT-PCR により獲得した。 
②公開データベースが存在しないワサビに
ついて、次世代シークエンサーによる
RNA-Seq 解析を行い、EST ライブラリを構築
した。さらに植物体から酵素精製を行い、
LC-MS/MS 解析により部分アミノ酸配列情報
を取得し、この情報を元に候補遺伝子を探索
した。 
③これらの候補遺伝子、およびこれまでに得
ていたマメ科植物由来の酵素遺伝子につい
て大腸菌で異種宿主発現させた酵素を種々
の基質と反応させてＣ−配糖化酵素遺伝子を
同定し、それぞれの酵素反応性を解析した。 
 
（3）異種宿主発現系を利用した、効率的な
Ｃ-配糖体生産条件の検討 
①Ｃ-配糖化酵素遺伝子を発現させた大腸菌
を用い、フラボノイド関連基質を投与して、
Ｃ-配糖体への生物変換を検討した。また、
生成した化合物を精製して LC-MS および NMR
解析を行い、それらの構造決定を行った。 
 
４．研究成果 
（1）Ｃ-配糖化酵素の立体構造の解明 
①ソバおよびマメ科植物から獲得した6種の
酵素タンパク質のうち、大量発現が可能であ
ったソバのＣ-配糖化酵素について結晶化条
件の検討および最適化を行い、その単結晶を
得ることに成功した。この結晶についてＸ線
構造解析を行ったところ良好な回折像が得
られたことから、その位相決定を試みた。重
原子置換法などを含め、種々の検討を行った
結果、最終的に分子置換法により立体構造を



解明することに成功した。解明したソバのＣ
-配糖化酵素の立体構造は、これまでに立体
構造が報告された植物由来のＯ-配糖化酵素
とよく類似した構造を持つことが明らかと
なった。 
②基質との共結晶解析により、糖供与基質で
ある UDP-グルコースと酵素の活性中心のア
ミノ酸残基との相互作用を明らかにした。ま
た、活性中心付近のアミノ酸残基への点突然
変異の導入を行い、Ｃ-配糖化反応に必須な
いくつかのアミノ酸残基を決定した。これら
の結果を基に、Ｃ−配糖化酵素の反応機構を
推定した。 
③立体構造情報や既知のＯ-配糖化酵素との
比較からソバのＣ−配糖化酵素に10残基前後
のアミノ酸置換を加えることで、弱いながら
Ｏ-配糖化酵素を示す酵素に変換することに
成功した。 
 
（2）新規Ｃ-配糖化酵素の同定と機能解析 
①データベース情報をもとに獲得したマメ
科植物、キュウリ、およびカンキツ類の C-
配糖化酵素遺伝子を大腸菌発現させ、種々の
基質と反応させて、その反応性を解析した。
その結果、カンキツ類のＣ−配糖化酵素はフ
ラボノイド分子に２分子の糖を転移するこ
とが可能な「di-Ｃ−配糖化酵素」であること
を明らかにするとともに、それらがフラボノ
イド di-Ｃ−配糖体の生合成を担っているこ
とを明らかにした。また、キュウリの酵素は、
ソバの酵素と同様に主に１つの糖を転移す
る mono-Ｃ-配糖化酵素であった。一方、マメ
科由来の酵素には上記mono-Ｃ−および di-Ｃ
−配糖化酵素の双方が存在した。 
②ワサビ植物の各部位のRNA−Seq解析で構築
したＥＳＴライブラリを利用し、遺伝子配列
の相同性からフラボノイドＣ-配糖化酵素遺
伝子の探索を行ったが、その候補を見いだす
ことはできなかった。そこで、植物体からＣ
−配糖化活性を指標として酵素タンパク質を
部分精製し、得られた部分アミノ酸情報を元
に候補遺伝子の単離を行い、3 つの候補遺伝
子を得た。それらを大腸菌でタンパク質発現
させ、得られた酵素の反応性を解析し、Ｃ−
配糖化酵素を同定した。その結果、ワサビに
おけるＣ−配糖化酵素は、これまでに我々が
解析してきたソバやカンキツ、マメ科植物な
どのＣ−配糖化酵素とは異なり、フラボン骨
格に直接配糖化する酵素であることを明ら
かにした。 
 
（3）大腸菌発現系を利用した、効率的なＣ-
配糖体生産系の確立 
①Ｃ−配糖化酵素を発現誘導した大腸菌を用
い、基質の投与によるＣ−配糖体への生物変
換を検討した。その結果、タンパク質発現誘
導後２％グルコースを加えた合成培地に移
した大腸菌に酵素基質を投与する系におい
て、投与した基質の 80−95％をＣ−配糖体とし
て培地中に放出させることに成功した。これ

ら化合物の構造決定を行い、目的のＣ−配糖
体であることを確認した。 
②上記①の変換系において、発現させる酵素
にカンキツ類のＣ−配糖化酵素を利用するこ
とで、50％を越える収率で di-Ｃ−配糖体を生
成させることが可能であった。 
③今回確立した方法で生産した mono-Ｃ−配
糖体を反応基質として利用し、di-Ｃ−配糖化
酵素の反応解析を行った。 
 
（4）本研究は、これまで解析例が極めて少
なかった植物のフラボノイドＣ-配糖化酵素
を複数単離同定し、その詳細な反応解析を行
った先駆的な研究である。特に、そのＸ線結
晶構造解析を行い、世界で初めて植物のＣ-
配糖化酵素の立体構造を明らかにしたこと
は特筆に値する。Ｃ-配糖化酵素の反応機構
が解明されることで、より有用なＣ-配糖体
の創成へ発展することが期待される。また、
フラボノイドに糖を２分子添加することが
可能なカンキツ類の di-Ｃ-配糖化酵素や、反
応機構が異なることが予想されるワサビの
Ｃ-配糖化酵素を同定したことも注目される
成果であるといえ、今後、これら種々のＣ-
配糖化酵素の比較を通じ、植物がＣ-配糖化
活性をどのように獲得したのか、という進化
的な興味の解明も期待される。さらに、大腸
菌発現系を利用した高効率なフラボノイド
Ｃ-配糖体生産系の構築にも成功しており、
その生理活性が注目されているフラボノイ
ドＣ-配糖体の安価な生産につながる成果で
あるといえる。 
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