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研究成果の概要（和文）：本研究は、植物が生産する多様な生理活性プレニル化クマリンの生合

成機構の全容解明を目指しており、本生合成酵素の単離、機能解析を行った。レモン外果皮よ

り調製した膜画分において、クマリン類を基質とする O-並びに C-プレニル化活性を検出し、プ

レニル化クマリン類の蓄積部位とその生合成部位が一致することを明らかにした。さらに、既

知の芳香族基質プレニル基転移酵素の遺伝子配列情報をもとにミカン科から 4 種類、セリ科か

ら2種類のクマリン基質プレニル基転移酵素と予想される完全長cDNAを単離することにも成功

した。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we characterized the biosynthetic gene encoding to the 

coumarin-specific prenyltransferases to understand the molecular mechanism underlying the 

biosynthesis of multifunctional and bioactive prenylated coumarins that are produced in plants. We have 

detected both O- and C-prenyltransferase activities for coumarin substrates in the microsome fraction 

prepared from lemon (Citrus limon) peel, where large amounts of prenylated coumarins are accumulated. 

Moreover, we succeeded to isolate the full length of cDNAs, which would be encoding to 

coumarin-specific prenyltransferases, four genes from Rutaceae and two genes from Apiaceae.  
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１．研究開始当初の背景 
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分子内に複数のフェノール性水酸基を持つ

化合物の総称で、その基本骨格からフラボノ

イド、キサントン、クマリン、フロログルシ

ンなどいくつかのグループに分けられる。植

物が生合成するポリフェノールには、プレニ

ル化やメチル化、配糖化されたものが多くあ

るが、それらは修飾される前の母核化合物に

はない高い生理活性を有することが多い。特

に、ミカン科やセリ科などの植物に含まれる

プレニル化フラノクマリンは、修飾される前

のクマリンに比べ、抗腫瘍活性、血液の抗凝

固作用が増大することが知られている。しか

しその生物学的重要性にも関わらず、天然資

源としては希少植物を起源とすることや生

成酵素が膜結合型であるため生化学的解析

が遅れている。特に、クマリンを基質とする

プレニル基転移酵素遺伝子の単離に関して

は、未だ世界中で一例も報告がない。一方で、

フラノクマリン生合成の研究は海外で古く

から行われており、近年、フランスの研究グ

ループによって(Larbat et al., J. Biol. Chem., 

2009)詳細な報告がなされた。しかしながら、

フラノクマリン骨格が形成される環化の初

期段階であるプレニル化反応(図 1)について

明らかにしようとした例はこれまでにない。 

 そのような中、申請者らは、国内だけでな

く世界に先駆けて揮発性フェニルプロパノ

イドの生合成遺伝子の単離及びその機能解

析に成功している。このようなノウハウは同

じフェニルプロパノイド化合物に属する(フ

ラノ)クマリン生合成研究にも応用可能であ

り、プレニル化が関与するクマリン生合成経

路の全容解明に大いに役立つと考えて本研

究の着想に至った。 

２．研究の目的 

 本研究ではフラノクマリン生合成の分子

機構全容の解明を目指し、(フラノ)クマリン

を基質とするプレニル基転移酵素を単離同

定し、以下の２つのプレニル化反応を遺伝

子・タンパク質レベルで明らかにすることを

目的とする。 

(１)C-プレニル化反応：クマリンの環化に関

わる C-プレニル基転移酵素の単離同定 

 フラノクマリン化合物群は大別して Linear

型と Angular 型に分類される(図 1)。これら２

タイプのフラノクマリン類の生合成は、初期

反応としてプレニル化が関与しており、クマ

リンの６位もしくは８位にプレニル基(ジメ

チルアリル基 )が導入されることにより、

Linear 型もしくは Angular 型の基本骨格が形

成される(図 1)。そして、これらフラノクマリ

ンが、さらに水酸化や O-プレニル化、O-メチ

ル化されることにより化学構造の多様性が

生まれる。本研究では、フラノクマリン化学

構造の多様性を制御する初期反応の C-プレ

ニル基転移酵素を単離・機能解析し、多様な

基質類縁化合物に対する基質認識機構を精

査することでクマリン位置特異的プレニル

化反応機構を解明する。さらに、これらの知

見を基盤にして Linear 型と Angular 型フラノ

クマリン生合成の代謝制御機構を提唱する

ことを目指す。 

 

(２) O-プレニル化反応：フラノクマリンを

基質とする O-プレニル基転移酵素の単離

同定 

 現在までに報告されているポリフェノー

ルプレニル基転移酵素は、芳香族基質の特

異性が異なるものの全て基質の炭素原子に

プレニル基を転移することで共通している。

そこで、本研究では O-プレニル化クマリン

を高蓄積するセリ科、ミカン科の植物から

従前未解明の O-プレニル基転移酵素の単

離同定を行う。そして、既知の C-プレニル

基転移酵素に加え上記(1)で得られる酵素

と遺伝子配列情報や酵素学的特性を比較し、

クマリンを基質とするプレニル基転移酵素

の触媒機能を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）プレニル化クマリン蓄積部位の同定    

 本研究達成には、本酵素の機能解析が必須

であり、如何に効率良く候補酵素遺伝子を取

得するかが鍵となる。そこで、第一段階のア

プローチとしてプレニル化クマリンの組織

別蓄積量を解析し、クマリン特異的プレニル

基転移酵素を単離するためのリソースの最

適化、決定を行うこととした。詳細な文献調

査の結果、ミカン科、セリ科においてプレニ

ル化合物の検出が多数報告されていること

から、これら２種の植物を実験材料に選定し、

組織別蓄積量を解析することとした。特にミ

カン科においては、果実にプレニル化合物の

報告があることから外果皮、内果皮、果肉な

ど詳細な組織別分析を行った。 

 

（２）植物粗酵素液を用いたクマリン基質プ

レニル化活性の機能解析 



 一般的に芳香族化合物を基質とするプレ

ニル化酵素は膜タンパク質であり、二価カチ

オン要求性や芳香族基質の特異性に加え、プ

レニル基質（鎖長）に対して高い特異性を示

すことが考えられている。上述（１）で求め

たプレニル化クマリンが高蓄積している部

位から粗酵素液を調製し、異なる芳香族基質

（ベルガプトール、キサントトキソール、5-

ヒドロキシ-7-メトキシクマリン、5,7-ジヒ

ドロキシクマリン、ウンベリフェロン、5-

メトキシ-7-ヒドロキシウンベリフェロン）、

プレニル基質（ジメチルアリル二リン酸；

DMAPP、ゲラニル二リン酸；GPP）および二

価カチオン（Mg2+, Co2+, Ni2+, Mn2+, Fe2+, 

Zn2+）に対する酵素活性を精査した。 

 

（３）クマリン基質プレニル基転移酵素遺伝

子の単離 

上述（１）および（２）でプレニル化合物お

よびプレニル化活性が最も高かった組織か

ら RNA を抽出し、縮重プライマーを用いた

PCR クローニングのための出発材料とした。

縮重プライマーの設計は、既知の芳香族プレ

ニル基転移酵素の保存領域を用いた。得られ

た候補遺伝子のうち、その組織特異的発現が

プレニル化クマリン蓄積および粗酵素液の

プレニル化活性とパラレルに変動するもの

を選び、RACE-PCR により全長遺伝子を獲

得することとした。得られた全長遺伝子につ

いては、既知のプレニル基転移酵素との遺伝

子配列情報解析を行うとともに、酵母もしく

はバキュロウィルス−昆虫細胞による異種発

現系で組換え酵素として発現させ、タンパク

質レベルでの機能解析に供する。 

４．研究成果 

クマリンを高生産すると報告されている柑

橘類において、プレニル化クマリンの組織

別蓄積量を解析した結果、ユズ、カボス、

レモン、グレープフルーツ、ライムいずれ

の場合においても内果皮ではほとんどプレ

ニル化合物は検出されなかった。それに対

し、外果皮ではベルガモチン, オーラプテ

ンなどプレニル化クマリンの特異的蓄積が

確認された。 

 そこで、レモン外果皮から超遠心分離に

よって調製した膜画分を粗酵素液として、

プレニル化活性を測定した。芳香族基質と

してベルガプトール、プレニル基質として

GPP を用いたところ、Mg2+存在下でベルガプ

トールの 5位水酸基がゲラニル化されたベ

ルガモチンを生成した。このベルガプトー

ルに対する O-プレニル化活性（B5OGT）は

至適 pH が 7.5 であり、ベルガプトールおよ

びGPPに対するKm値がそれぞれ140±7と9

±2 M であった。二価カチオンに対する基

質特異性を調べたところ、Mg2+(100%)が最

も良い基質であり、それに引き続き

Co2+(56%), Ni2+(54%), Mn2+(31%), Fe2+(25%), 

Zn2+(8%)の順で相対活性が得られ、二価カ

チオン要求性は比較的広いことがわかった。

一方、芳香族基質に対しては、ベルガプト

ール(100%)の他にキサントトキソール

(98%)、5-ヒドロキシ-7-メトキシクマリン

(36%)に対して活性が認められた。しかしな

がら、GPP の代わりに DMAPP を用いた場合

や内果皮から調製した粗酵素液を用いた場

合では B5OGT活性は見られなかった。一方

でウンベリフェロンに対しては、8 位炭素

にゲラニル基を転移する活性が検出された。

以上のことから、プレニル化クマリンの蓄

積部位と生合成部位が一致することを明ら

かにした。 

 次にプレニル化クマリン量が最も多かっ

た外果皮から total RNA を抽出し逆転写反

応により、縮重プライマーによる PCR クロ

ーニングのための鋳型を作製した。縮重プ

ライマーの設計には、フラボノイドを特異

的にプレニル化する N8DT(Naringenin 

8-dimethylallyltransferase) や G4DT 

(Glycinol 4-dimethylallyltransferase)

など既知の芳香族プレニル基転移酵素の保

存領域である膜貫通ドメインやアスパラギ

ン酸リッチモチーフ（NQXXDXXXD）を用いた。



その結果、ホモゲンチジン酸プレニル基転

移酵素（HGGT）とアミノ酸レベルで約 50％

の相同性をもつ PCR断片（約 300 bp）を得

ることに成功した。この配列情報を基に

5’-RACE, 3’-RACE を行い、レモン外果皮

から 1224bp の全長 cDNA を単離することに

成功した。このレモン由来プレニル基転移

酵素遺伝子は内果皮ではほとんど発現して

いないが、プレニル化クマリン量が多い外

果皮において高発現していることが

RT-PCR によって確認できた。さらに、レモ

ンの場合と同様の手法により、プレニル化

クマリンを生産するライム、ヘンルーダ、

パセリ、セロリからも全長 cDNA を獲得して

おり、いずれの場合も HGGT とアミノ酸レベ

ルで 50％前後の相同性を示し、上述の膜貫

通ドメインやアスパラギン酸リッチモチー

フを含んでいることがわかった。得られた

プレニル基転移酵素遺伝子について、バキ

ュロウィルス−昆虫細胞発現系（Sf9 細胞）

にて発現させたが、顕著な組換えタンパク

質の発現は確認できなかった。一方で、ア

グロバクテリウムによる一過的発現系を用

いて Nicotiana benthamiana で発現させた

ところ、パセリ由来のプレニル基転移酵素

はウンベリフェロンの投与によってプレニ

ル化合物を作り出すことがわかった。 
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