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研究成果の概要（和文）： 
 主にマメ科植物に存在するイソフラボノイドは、多様な生態生理機能を持つ。イソフラボノイ
ド生合成系には未だ未同定の酵素遺伝子がある。酵素遺伝子を同定し、発現制御機構を明らか
にすれば、有用植物の分子育種に結びつく可能性がある。イソフラボノイドを蓄積する植物か
ら cDNAライブラリーを作成し、主に機能発現スクリーニング法を用いて、生合成に関わる新
規の酵素 cDNAをクローニングした。取得した遺伝子を酵母や植物で発現させ、組換え生物で
イソフラボノイド生産を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     More than 90% of isoflavonoids are present in the leguminous plants. In the 
leguminous plants, isoflavonoids are typical ecophysiologically-active compounds such as 
defense substances and signal molecules in the early stages of symbiosis with rhizobial 
bacteria.  In this study, we identified several cDNAs encoding enzymes in isoflavonoid 
pathway by screening of cDNA expression library.  A pilot experiment of biotechnological 
production of isoflavonoids was examined. 
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１．研究開始当初の背景 
 二次代謝産物の生合成に関わる酵素遺伝子
は、放線菌などの微生物では一連の遺伝子群
がゲノム上でクラスターを形成しているが、
植物では多くの場合、個々の酵素遺伝子がゲ
ノム中に散在して存在する。植物での生合成
酵素遺伝子の同定がいまだに多大な労力を

伴う理由のひとつがこのことに起因し、個別
に遺伝子をスクリーニングして機能を同定
する必要がある。私たちはこれまでに植物二
次代謝系の新規遺伝子を迅速、確実に取得す
る「機能発現スクリーニング法」を用い、フ
ラボノイド合成系の新規酵素遺伝子を数種
同定した。この手法は、植物 cDNAを大腸菌
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などの異種細胞系で発現させて目的活性を
持つクローンを生化学的アッセイで取得し、
原因遺伝子を同定するもので、植物ではごく
僅かな適用例しかない。 
 
 
２．研究の目的 
	 これまでに、代謝工学を用いた植物由来の
物質生産が試みられているが、現状では新規
の遺伝子を取得することがネックの一つと
なっている。そこで本研究では、タンパク
質・遺伝子の配列情報を必要とせず、短時間
に酵素遺伝子が同定できる「機能発現スクリ
ーニング法」を用いて、植物二次代謝産物の
生合成酵素遺伝子の同定を行う。本課題では、
酵素遺伝子の同定と、酵素反応の精密な生化
学的解析を主とするが、取得した遺伝子を用
いた有用物質生産も順次行う。 
	 (1) ダイズのイソフラボノイドファイトア
レキシン生合成系の新規プレニル基転移酵素
遺伝子 
	 マメ科植物のダイズは、実用植物として注
目度が高くフラボノイドなどの生態系で機
能する重要成分が多く含まれている。ダイズ
はすでに EST やゲノム情報が整備されてい
るが、二次代謝系酵素遺伝子についてはイソ
フラボン生合成系などに知見が限られてい
る。ダイズはプレニル化されたイソフラボノ
イドがファイトアレキシンとして病害微生
物の防御に働くと想定されているが、その生
合成に関わるプレニル基転移酵素(PT) 遺伝
子は未同定である。本研究では、ダイズの PT
の候補配列を網羅的に選抜して機能を解析
する。さらにプレニル化イソフラボノイドの
蓄積と、生合成遺伝子の発現の関連を調べる。 
	 (2) 単子葉アヤメ属植物のイソフラボノイ
ド骨格合成酵素遺伝子 
	 イソフラボノイドの約 90%はマメ科植物
に存在するが、単子葉のアヤメ属植物にもイ
ソフラボンが特徴的成分として含まれる。マ
メ科植物を用いた研究から、イソフラボンは
2-ヒドロキシイソフラバノン合成酵素(IFS)
によるフラバノンのアリール基転位を伴う
ヒドロキシル化反応と、引き続く脱水酵素反
応よりつくられることが知られている。マメ
科ではシトクロム P450（P450）の CYP93C
サブファミリーが IFS反応を触媒する。しか
しこれまで、非マメ科植物でのイソフラボン
生合成に関する知見はない。本研究では、系
統的に離れた植物のイソフラボノイド生合
成を解析・比較し、植物の進化と特徴的な二
次代謝系の成立についての知見を得る目的
でアヤメ属の IFS cDNAの同定を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ダイズのイソフラボノイドファイトアレ

キシン生合成系の新規PT遺伝子 
	 Glyceollinには、I~IIIの3つの構造異性体が
存在するが、これらはプレニル基の付加位置
と環化様式の違いにより生じる。また近年ダ
イズでは、glyceollin以外のプレニル化イソフ
ラボノイドを蓄積することが報告されており、
基質特異性の異なる複数のPTが存在すると
想定される。 

研究室ではこれまでに、ビタミン E生合成
系 の homogentisate phytyltransferase 
(HPT) の配列をもとに、ダイズ EST を検索
し、このうちの一つが glycinol の 4位にプレ
ニル基を転移し、glyceollin I の生合成に関
わる(-)-glycinol 4-dimethylallyltransferase 
(G4DT) であること明らかにした。シロイヌ
ナズナの HPT (AtHPT) 配列及びダイズの
G4DT配列をもとに、ダイズ EST、ゲノムデ
ータベースを検索し、アミノ酸レベルで 45%
以上の同一性を示す PT3~PT6の 4つの遺伝
子を選抜した。ダイズ由来の cDNAを鋳型に
RT-PCR を行い、全長 ORF を取得し、酵母
発 現 ベ ク タ ー  (pYES2.TOPO, 
pYES-DEST52) に 導 入 し た 。 酵 母 
(Saccharomyces cerevisiae) BJ2168株への
形質転換、発現誘導後、ミクロソームを調製
した。プレニル基受容体の候補として 
(-)-glycinol を含む (イソ) フラボノイド類及
びプレニル基供与体として DMAPP を用い
てアッセイを行い、反応液を HPLCで分析し
た。 
(2) 単子葉アヤメ属植物のイソフラボノイド
骨格合成酵素遺伝子 
これまでにイソフラボン配糖体を高蓄積

するアヤメ属ジャーマンアイリス (Iris 
germanica)の不定根培養系を確立している。
培養不定根より作製した cDNA ライブラリ
ーを酵母発現ベクターに導入し、酵母発現系
を用いた機能発現スクリーニングによりイ
ソフラボノイド生成活性を示す単一クロー
ンを同定した。取得した cDNAを酵母やシロ
イヌナズナで発現させ、イソフラボン生産を
試みた。 
 
 
４．研究成果 
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(1) ダイズのイソフラボノイドファイトアレ
キシン生合成系の新規PT遺伝子 
	 PT3、PT4 は AtHPT とアミノ酸レベルの
同一性がそれぞれ 50、47％であった。PT5、
PT6 は G4DT とアミノ酸レベルの同一性が
それぞれ 60、64%であった。PT3~PT6は、
局在性予測プログラム により、色素体に局
在する膜タンパク質であると予想された。ま
たプレニル基転移酵素に高度に保存されて
いるアスパラギン酸リッチモチーフを含ん
でいた。 

PT6発現酵母ミクロソームと、(-)-glycinol、
DMAPPを反応させたとき単一の生成物が得
られた。生成物を回収し LC-MS、1H-NMR
で解析すると、2-dimethylallylglycinol と判
明し、PT6が glyceollin II、 III生合成系の
(-)-glycinol 2-dimethylallyltransferase 
(G2DT)であることが明らかになった。また
PT4 は coumestrol 4-dimethylallyl- 
transferase (C4DT)、 PT5 は isoflavone 
dimethylallyltransferase (IDT) であること
がわかった。PT3は用いた基質に対して活性
を示さなかった。 
植物の PTのアミノ酸配列をもとに近接結

合法による系統樹を作成した。プラストキノ
ン及びビタミン E生合成系の PTは、植物種
は違っていても触媒機能ごとに単系統を形
成するのに対し、フラボノイドを基質とする
PT は植物種ごとに単系統を形成した。フラ
ボノイド系の PT は、植物種の分化の後にそ
れぞれ独立に進化したと推定された。 
ファイトアレキシンは、健常な植物体には

蓄積せず、エリシターと呼ばれる防御反応の
誘導物質(微生物の細胞壁断片や重金属など) 
を処理すると蓄積する。Glyceollin I~IIIは、
蓄積する器官が異なることが報告されてい
る。 
ダイズ培養細胞をエリシター (酵母抽出

物) で処理すると glyceollin I が蓄積した。
Glyceollin の生合成に関わる一連の酵素遺
伝子の発現をリアルタイムPCRで解析した。
酵母抽出物処理したダイズ培養細胞では、
glyceollin Iの蓄積に先立って、G4DTを含む
一連の酵素遺伝子の発現が一過的に上昇し
た。 
ダイズ植物体の本葉に、エリシター (塩化

第二銅水溶液) を処理すると、glyceollin II、 
III及び 4-dimethylallylcoumestrolが蓄積し
た。塩化第二銅処理したダイズ本葉では
G2DT、PT4の発現が上昇した。 
本研究では、ダイズのファイトアレキシン

生合成に関わる 3種の PT遺伝子をはじめて
同定した。エリシター処理により PT を含む
一連の生合成酵素遺伝子の発現が上昇し、成
分の蓄積と生合成遺伝子の発現に相関が見
られた。PT4 や PT5 の反応産物のダイズで
の機能はこれまでに知られておらず、

glyceollin を含む各ファイトアレキシンの役
割に興味が持たれる。本研究で得られた成果
は、マメ科植物におけるプレニル化イソフラ
ボノイドの生理的役割の解明につながると
考えられる。 
 
(2) 単子葉アヤメ属植物のイソフラボノイド
骨格合成酵素遺伝子 
	 塩基配列から、得られたクローンがコード
するタンパク質(Iris-IFS)はP450と同定され
たが、マメ科のIFSとは分子系統的に離れた
位置に存在し、互いのアミノ酸配列の同一性
は35％程度しかなかった。フラボノイド系
P450の分子系統樹を作成して各サブファミ
リーの分岐年代を推定すると、単子葉類と真
正双子葉類の分岐（約1億5000万年前）以前
の約3億年前にすでにIris-IFSとCYP93Cは分
岐していたことが推測された。アヤメ属とマ
メ科のIFSは、収斂により祖先型P450から異
なる進化を遂げて同じ生合成機能を持つよう
になったと予想される。 
	 Iris-IFS は マ メ 科 カ ン ゾ ウ IFS 
(CYP93C2)と比較すると in vitroで約 20倍
活性が高かった。組換え酵母を用いて
naringeninから in vivoでのイソフラボノイ
ド生産量を比較すると、Iris-IFS発現酵母は
CYP93C2発現酵母と比べて約 100倍高かっ
た。シロイヌナズナに Iris-IFS または
CYP93C2 を導入し、組換え植物でのイソフ
ラボン生産を試みた。アヤメ属由来の遺伝子
を導入した場合は、マメ科遺伝子の場合に比
べてイソフラボンの蓄積量が非常に大きく
なることがわかった。フラボノールはフラバ
ノンから flavanone 3-hydroxylase（F3H）
の反応を経て生合成される。 F3H と
CYP93C2 の基質の親和性（Km 約 5-10 µM）
がほぼ同じレベルであるのに対し、Iris-IFS
の基質の親和性（Km 0.5 µM）は非常に高く、
Iris-IFS導入株ではフラバノンがより効率的
にイソフラボノイドへ変換されたと推察さ
れる。高いイソフラボノイド生産能を示した
Iris-IFSは代謝工学による有用物質生産に有
効であると考えられ、今後トマトなどの実用
植物を用いた応用研究が期待される。 
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