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研究成果の概要（和文）：ビワの花香成分である(2-ニトロエチル)ベンゼンの生合成経路を酵素と遺伝子レベル
で解明した。本経路では、フェニルアラニンがCYP79D80によってフェニルアセトアルドキシムに、続いてフェニ
ルアセトアルドキシムがCYP94A90によって(2-ニトロエチル)ベンゼンに変換される。本経路から見出した
CYP94A90はアルドキシムをニトロ基に変換する新規反応を触媒する酵素であり、植物初のニトロ基合成酵素であ
る。

研究成果の概要（英文）：Biosynthetic pathway of (2-nitroethyl)benzen, a major flower scent of 
loquat, was elucidated. Two cytochrome P450s, CYP79D80 and CYP94A90, operate in concert to 
biosynthesize (2-nitroethyl)benzene from phenylalanine via phenylacetaldoxime. CYP94A90 is the first
 nitro group forming enzyme from plants. 

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
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、天然物に含まれることは非常に
少なく、植物・動物・微生物をあわせても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
は植物から見いだされていなかった。本研究では植物初のニトロ基合成酵素を見出した。本成果は植物の2次代
謝産物生合成経路の多様化機構の解明や、酵素を利用したニトロ化合物の生産のための有意義な知見となる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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、天然物に含まれることは非常に少なく、植物・動物・微
生物をあわせても 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、含窒素化合物である青酸配糖体 (昆虫食害に対する化学防御物質) を蓄
積しており、花香成分として、(2-ニトロエチル)ベンゼンやフェニルアセトニトリルなどを放出
すつ。これらは共通して L-フェニルアラニンからフェニルアセトアルドキシムを介して生合成
される。青酸配糖体はバラ科植物に広く分布しており、フェニルアセトニトリルもリンゴなどの
一部のバラ科植物に分布しているが、(2-ニトロエチル)ベンゼンはバラ科植物ではビワ以外から
は見出されていない。以上のことから、ビワは青酸配糖体の生合成経路を基盤に、フェニルアセ
トアルドキシムをハブとして、フェニルアセトニトリルと(2-ニトロエチル)ベンゼンの生合成経
路を獲得したと推察された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ビワの(2-ニトロエチル)ベンゼンの生合成経路を酵素と遺伝子レベルで詳細
に解明することである。 
 
３．研究の方法 
（１）ビワの花で高発現するシトクロム P450 の選抜と cDNA クローニング 
ビワの花と葉から total RNA を抽出し、illumina Hiseq 2000 を日いて RNA-seq 解析を行った。

edgeRを用いて発現差異解析を行い、続いてビワの花で高発現するシトクロムP450を選抜した。
ビワの花から total RNA を抽出、cDNA を合成し、5’-および、3’-Rapid Amplification of cDNA 
ends 法により、選抜されたシトクロム P450 をコードする cDNA の配列を決定した。続いてシト
クロム P450 をコードする cDNA のタンパク質コード領域をクローニングした。 
 

（２）(2-ニトロエチル)ベンゼン生合成に関与するシトクロム P450 の同定 
 クローニングしたシトクロム P450 を出芽酵母で発現し、フェニルアラニンまたはフェニルア
セトアルドキシムを基質とした休止菌体反応を行い、生成物を LC-MS または GC-MS を用いて検
出した。出芽酵母はシロイヌナズナ由来シトクロム P450 レダクターゼ遺伝子がゲノムに挿入さ
れ、植物 P450 の機能解析にされた WAT11 株を用いた。発現プラスミドは pYeDP60 を用いた。ま
た、アグロインフィルトレーション法によって(2-ニトロエチル)ベンゼン生合成酵素遺伝子を
タバコで一過的に発現し、葉から放出される(2-ニトロエチル)ベンゼンを GC-MS を用いて検出・
定量した。 
 
（３）(2-ニトロエチル)ベンゼン生合成酵素遺伝子の発現解析 
 ビワの葉と花の各開花ステージにおける(2-ニトロエチル)ベンゼン生合成酵素遺伝子の発現
を半定量 PCR により調査した。 
  
（４）ビワの花の(2-ニトロエチル)ベンゼン放出量の定量 
 ビワの各開花ステージにおける(2-ニトロエチル)ベンゼンの放出量を GC-MS を用いて定量し
た。 
 
４．研究成果 
（１）(2-ニトロエチル)ベンゼン生合成酵素遺伝子の同定 
 RNA-seq 解析から選抜したシトクロム P450 を出芽酵母で発現し、フェニルアラニンまたはフ
ェニルアセトアルドキシムを基質とした休止菌体反応を行った。その結果、CYP79D80 がフェニ
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)ベンゼンに変換した。CYP79D80 と CYP94A90 をタバコで一過的に共発現すると、(2-
ニトロエチル)ベンゼンの放出が認められた。しかし、CYP94A90 単独では(2-ニトロエチル)ベン
ゼンの放出は認められなかった。以上のことから CYP94A90 は植物から初めて見い出された初め
てのニトロ基合成酵素であり、アルドキシムをニトロ基に変換する新規反応を触媒する酵素で
あった。CYP94A はこれまで脂肪酸ω水酸化酵素として知られており、双子葉植物に広く保存さ
れている。これらもニトロ基合成活性を有していることが示唆される。 
 
（２）(2-ニトロエチル)ベンゼン放出と生合成遺伝子発現パターン 
 CYP79D80 と CYP94A90 の発現は満開の花で認められたが、つぼみ、葉では認められなかった。
同様に、(2-ニトロエチル)ベンゼンは満開の花から放出されたが、つぼみからの放出は認められ
なかった。このように、CYP79D80 と CYP94A90 の発現と、(2-ニトロエチル)ベンゼンの放出に相
関が認められた。CYP79D80 と CYP94A90 が(2-ニトロエチル)ベンゼンの生合成遺伝子であること
が明確になった。以上のことから、CYP79D80 と CYP94A90 が協調的に発現し、機能することでフ



ェニルアラニンから(2-ニトロエチル)ベンゼンが生合成されると考えられた。 
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