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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は季節によって変化するバラ主要香気成分2-フェニルエタノール（以下2PEと
略記）の生合成経路の解明である。重水素標識L-フェニルアラニン([2H8] LPhe)をバラ花弁、プロトプラストに投与し
、生成する重水素標識2PEの量、標識パターンをGCMSにより詳細に解析することにより、DC経路（LPhe→フェニルアセ
トアルデヒド:PAld→2PE）に加え、特に高温期（夏期）にはAT経路（LPhe→フェニルピルビン酸PPA→2PE）が活性化す
ること、その環境要因が温度であることをはじめて解明した。

研究成果の概要（英文）：The objective of the research is to clarify the molecular mechanism on the seasona
l change in biosynthetic pathways of rose scent 2-phenylethanol (2PE) in response to environment. Based on
 the feeding experiments of L-[2H8]phenylalanin ([2H8]LPhe) to rose flowers and the GCMS, and LCMS analyse
s, we have clarified that two new enzymes, AAAT and PPDC are involved in the new biosynthetic pathway from
 LPhe to 2PE (LPhe, PPA, PAld, 2PE). We have also confirmed that the pathway is actively operating under t
he environmental conditions at high temperature.  
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様	
 式	
 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	
 

１．研究開始当初の背景 
（1）研究背景	
 
	
 花の香気成分は昆虫誘引に重要な役割を
果たす情報伝達物質である（Negre ら,Plant	
 
Cell,2004）。本研究における標的香気成分で
ある 2-フェニルエタノール(2PE)はピリドキ
サールリン酸(PLP)依存性̶芳香族脱炭酸酵
素(AADC,	
 PAAS)と、フェニルアセトアルデヒ
ド還元酵素(PAR)の２種の酵素によって L-フ
ェニルアラニン(LPhe)から生合成されること
が バ ラ (Biosci.Biotech.	
 Biochem.2007,	
 
2008;	
 J.	
 Plant	
 Physiol.	
 2009,	
 2010)、ペ
チュニアで	
 (Kaminaga ら,	
 J.Biol.	
 Chem.	
 
2006)明らかにされている。LPhe を生成する
シキミ酸経路上の転写調節因子である
ODORANT1	
 （Verdonkら,Plant	
 Cell	
 2005）や
EOBII(Rimon ら,Plant	
 Cell	
 2010)、コリスミ
酸ミューテース(CM1,2，Coloquhoun ら,Plant	
 
J.2010)がペチュニアの芳香族香気成分生合
成を調節している。	
 
（2）着想に至った経緯	
 
	
 研究代表者（渡辺）らはバラの花を中心と
した花香の生合成・発散研究により、以下の
成果(A)、および、本研究課題を着想するに
至った知見(B),(C)を得ている。	
 
	
 成果(A)	
 2PE 生合成経路の解明：重水素標
識 LPhe([2H8]LPhe)の無傷植物への投与実験	
 
(Tetrahedron	
 2004)，凍結乾燥花弁や抽出酵
素による変換反応の詳細な解析により，新し
い生合成経路 LPhe→PAld→2PE⇌2PEG	
 (図１
上)を提唱するに至った（上記業績、日本国
特許 2006）。	
 
	
 知見(B)	
 2PE 生合成経路の季節変化：

[2H8]LPhe の花弁(プロトプラスト)への投与
実験において、低温期(11~４月)には
[2H8]-2PE が、高温期(5~10 月)には[

2H7]-2PE
が主要生成物となること、[2H8]PAld のベンジ
ル位 2H の H への交換は認められないことを
GC-MS の解析結果に基づき解明した(図２)。
また、この時期の花弁ではフェニルピルビン
酸(PPA)が 2PE へと容易に変換された(第 45
回植物化学調節学会発表)ことから、LPhe⇌	
 
PPA→PAld→2PE となる新たな経路（図１下）
を提唱している。	
 
	
 知見(C)	
 2PE ショートカット生合成経路の
存在：高温期，低温期のいずれにおいてもコ	
 
	
 

リスミ酸(ChA),	
 プレフェン酸(PhA),	
 PPA の
各単独投与でLPhe単独投与時より2PE生成量
が著しく増加し、PPDC 阻害剤(Mann,et.al.,	
 
Org.Biomol.Chem.,2004)の共投与によって
2PE 生成量が顕著に低下した。これらの事実
はLPheを介しない2PEのショートカット生合
成経路の存在も示唆している。	
 
	
 環境要因、ストレスに対して植物は二次代
謝産物量を調節して適応することは知られ
ているが、同一植物内で特定の香気成分生合
成経路が、生育環境、季節によって変化する
との上述のような研究報告例は全くみられ
ない。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 本研究においては、生育環境要因(気温、
光強度、地温等)の変化によりおこる 2PE 生
合成関連代謝物、酵素、遺伝子の変化と環境
要因を特定することを目的とする。そのため
に、まず、低温期の 2PE 生合成経路：LPhe→
PAld→2PE に加え、高温期の新生合成経路
LPhe⇌PPA→PAld→2PE を分子レベルで解明す
る。次に、ショートカット PhA→PPA→PAld	
 →
同時に、花弁内での生合成関連代謝物、酵素、
遺伝子の局在化、移動，香気成分の移動、発
散プロセスを可視化することを目的とする。	
 
	
 バラにおけるLPheから2PEへの変換経路を
解析することで、既知変換経路を高温期にお
いても補償しうる経路の存在を提示し、バラ
の環境適応の仕組みを提唱可能とする（図
３）。	
 

	
 	
 図 3.2-フェニルエタノールの生合成経路および検討事項	
 

	
 
また、複数の植物で提唱されている複雑なシ
キミ酸経路二次代謝産物の多様性を単一種
の栽培植物であるバラで理解できるように
なる。また、高温等の環境変化がもたらす生

様式Ｓ‐１‐７ 応募内容ファイル（添付ファイル項目）
基盤Ａ・Ｂ（一般）‐１

研 究 目 的
本欄には、研究の全体構想及びその中での本研究の具体的な目的について、冒頭にその概要を簡潔にまとめて記述した上で、適

宜文献を引用しつつ記述し、特に次の点については、焦点を絞り、具体的かつ明確に記述してください。（記述に当たっては、「科

学研究費補助金（基盤研究等）における審査及び評価に関する規程」（公募要領 59 頁参照）を参考にしてください。）

① 研究の学術的背景（本研究に関連する国内・国外の研究動向及び位置づけ、応募者のこれまでの研究成果を踏まえ着想に至っ

た経緯、これまでの研究成果を発展させる場合にはその内容等）

② 研究期間内に何をどこまで明らかにしようとするのか

③ 当該分野における本研究の学術的な特色・独創的な点及び予想される結果と意義

研 究 目 的（概要）※ 当該研究計画の目的について、簡潔にまとめて記述してください。

本研究においては、高温ストレスに対するバラの生理的適応機構をバラ花弁における季節・栽

培環境変化に応答した主要香気成分 2-フェニルエタノール(2PE)の生合成経路シフト、新生合成経

路に焦点を絞り以下を解明する。「安定同位体標識前駆体・代謝物消長解析に基づく生合成経路シ

フトと新生合成経路の解明」。「生合成酵素反応・遺伝子発現の解析に基づく、生合成経路のシフ

トと新生合成経路の詳細の解明」。「質量顕微鏡による生合成中間体の花弁表層細胞における移

動・推移の可視化の達成」。本研究によって、生育環境の変化によっておこる 2PE の新規生合成経

路へのシフトを基盤とした、花きの環境応答の詳細を解明し，揮発成分、生合成中間体の細胞内

での移動過程の可視化を初めて試みる。

学術的背景、国内・国外の研究動向、位置付け

安息香酸メチルエステル香気成分生合成遺伝子、遺伝子発現、局在化の特定(Dudareva ら,

Current Opinion Plant Biol. 2005, Picherskyら,Science 2006)により、香気成分は、発散に都

合の良い花弁等の表層細胞で合成され、発散されることが明らかになっている。また、香気成分

の発散は受精が成立すると急速に減少する（Negre ら,Plant Cell,2004）ことから、花の香気成分

は昆虫誘引に重要な役割を果たす情報伝達物質である。本研究における標的香気成分である 2PE

はピリドキサールリン酸(PLP)依存性̶芳香族脱炭酸酵素(AADC)と、フェニルアセトアルデヒド還

元酵素(PAR)の２種の酵素によって L-フェニルアラニン(LPhe)から生合成されることがバラ

(Biosci.Biotech. Biochem.2007(業績4,11,25)、ペチュニアで (Kaminaga ら, J.Biol. Chem. 2006)

明らかにされている。シキミ酸経路上の転写調節因子である ODORANT1 （Verdonkら,Plant Cell

2005）や EOBIII(Rimon ら,Plant Cell 2010)、コリスミ酸ミューテース(CM1,2，Coloquhoun ら,Plant

J.2010)がペチュニアの芳香族香気成分生合成を調節している。一方、環境ストレスに対して植物

は二次代謝産物量を調節して適応することは知られているが、同一植物内で特定の香気成分生合

成経路が生育環境、季節によって変化するとの研究報告例は全くみられない。

着想に至った経緯

研究代表者（渡辺）らは科学研究費 (後出 No.3~6)で展開したバラの花を中心とした花香の生

合成・発散研究により、以下の成果(A)、および、本研究課題を着想するに至った知見(B),(C)(図

１，２)を得ている。

研究機関名 静岡大学 研究代表者氏名 渡辺修治

様式Ｓ‐１‐７ 応募内容ファイル（添付ファイル項目）
基盤Ａ・Ｂ（一般）‐１

研 究 目 的
本欄には、研究の全体構想及びその中での本研究の具体的な目的について、冒頭にその概要を簡潔にまとめて記述した上で、適

宜文献を引用しつつ記述し、特に次の点については、焦点を絞り、具体的かつ明確に記述してください。（記述に当たっては、「科

学研究費補助金（基盤研究等）における審査及び評価に関する規程」（公募要領 59 頁参照）を参考にしてください。）

① 研究の学術的背景（本研究に関連する国内・国外の研究動向及び位置づけ、応募者のこれまでの研究成果を踏まえ着想に至っ

た経緯、これまでの研究成果を発展させる場合にはその内容等）

② 研究期間内に何をどこまで明らかにしようとするのか

③ 当該分野における本研究の学術的な特色・独創的な点及び予想される結果と意義

研 究 目 的（概要）※ 当該研究計画の目的について、簡潔にまとめて記述してください。

本研究においては、高温ストレスに対するバラの生理的適応機構をバラ花弁における季節・栽

培環境変化に応答した主要香気成分 2-フェニルエタノール(2PE)の生合成経路シフト、新生合成経

路に焦点を絞り以下を解明する。「安定同位体標識前駆体・代謝物消長解析に基づく生合成経路シ

フトと新生合成経路の解明」。「生合成酵素反応・遺伝子発現の解析に基づく、生合成経路のシフ

トと新生合成経路の詳細の解明」。「質量顕微鏡による生合成中間体の花弁表層細胞における移

動・推移の可視化の達成」。本研究によって、生育環境の変化によっておこる 2PE の新規生合成経

路へのシフトを基盤とした、花きの環境応答の詳細を解明し，揮発成分、生合成中間体の細胞内

での移動過程の可視化を初めて試みる。

学術的背景、国内・国外の研究動向、位置付け

安息香酸メチルエステル香気成分生合成遺伝子、遺伝子発現、局在化の特定(Dudareva ら,

Current Opinion Plant Biol. 2005, Picherskyら,Science 2006)により、香気成分は、発散に都

合の良い花弁等の表層細胞で合成され、発散されることが明らかになっている。また、香気成分

の発散は受精が成立すると急速に減少する（Negre ら,Plant Cell,2004）ことから、花の香気成分

は昆虫誘引に重要な役割を果たす情報伝達物質である。本研究における標的香気成分である 2PE

はピリドキサールリン酸(PLP)依存性̶芳香族脱炭酸酵素(AADC)と、フェニルアセトアルデヒド還

元酵素(PAR)の２種の酵素によって L-フェニルアラニン(LPhe)から生合成されることがバラ

(Biosci.Biotech. Biochem.2007(業績4,11,25)、ペチュニアで (Kaminaga ら, J.Biol. Chem. 2006)

明らかにされている。シキミ酸経路上の転写調節因子である ODORANT1 （Verdonkら,Plant Cell

2005）や EOBIII(Rimon ら,Plant Cell 2010)、コリスミ酸ミューテース(CM1,2，Coloquhoun ら,Plant

J.2010)がペチュニアの芳香族香気成分生合成を調節している。一方、環境ストレスに対して植物

は二次代謝産物量を調節して適応することは知られているが、同一植物内で特定の香気成分生合

成経路が生育環境、季節によって変化するとの研究報告例は全くみられない。

着想に至った経緯

研究代表者（渡辺）らは科学研究費 (後出 No.3~6)で展開したバラの花を中心とした花香の生

合成・発散研究により、以下の成果(A)、および、本研究課題を着想するに至った知見(B),(C)(図

１，２)を得ている。

研究機関名 静岡大学 研究代表者氏名 渡辺修治

基盤Ａ・Ｂ（一般）‐２

研 究 目 的（つづき）

成果(A) 2PE 生合成経路の解明：重水素標識 L-フェニルアラニンの無傷植物への投与実験，凍結

乾燥花弁や抽出酵素による変換反応の詳細な解析により，新しい生合成経路

LPhe→PAld→2PE 2PEG (図１上段)を提唱するに至った（J. Plant Physiol. 2009, 2010; Biosci.

Biotech.Biochem.2007,2008（業績 4,5,11,17,25;Tetrahedron 2004）;日本国特許 27,30）。

知見(B) 2PE 生合成経路の季節変化：[2H8]LPhe の花弁(プロトプラスト)への投与実験において、

低温期(11~４月)には[2H8]-2PE が、高温期(5~10 月)には[
2H7]-2PE が主要生成物となること、

[2H8]PAldのベンジル位
2Hの Hへの交換は認められないことをGC-MSの解析結果に基づき解明した

（図１，２）。また、この時期の花弁では AADC 阻害フェニルピルビン酸(PpA)が 2PE へと容易に変

換された(第 45 回植物化学調節学会 PGR 発表予定)ことから、LPhe PPA→PAld→2PE となる新たな

経路（図１下段）を提唱している。

知見(C) 2PE ショートカット生合成経路の存在：高温期，低温期のいずれにおいてもコリスミ酸

(ChA), プレフェン酸(PhA), PpAの各単独投与で LPhe単独投与時より 2PE生成量が著しく増加し、

PPDC 阻害剤(Mann,et.al., Org.Biomol.Chem.,2004)の共投与によって顕著に低下する(同上 PGR

発表予定)。この事実は LPhe を介しない 2PE のショートカット生合成経路の存在も示唆している。

研究期間内に何をどこまで明らかにしようとするのか

本研究においては、後述の 5 課題を検討し、低温期の 2PE 生合成経路：LPhe→PAld→2PE に加え、

高温期の新生合成経路 LPhe PPA→PAld→2PE、あるいは、ショートカット Prephanate→PPA→PAld

→2PE の存在を明確にする。また生育環境要因(気温、光強度、地温等)の変化によりおこる生合成

関連代謝物、酵素、遺伝子の変化と環境要因を特定する。同時に、花弁内での生合成関連代謝物、

酵素、遺伝子の局在化、移動，香気成分の移動、発散プロセスを可視化することを目的とする。

学術的な特色・独創的な点、予想される結果と意義

バラにおける LPhe から 2PE への単純な変換経路を解析することで、既知変換経路（図３）を高

温期においても補償しうる経路（図３）の存在を提示し、バラの環境適応の仕組みを提唱可能と

する。また、複数の植物で提唱されている複雑なシキミ酸経路二次代謝産物の多様性を単一種の

バラで理解できるようになる。また、高温等の環境変化がもたらす生合成経路のシフトに基づき、

新たな酵素 PPDC の構造と機能, PPDC遺伝子の特定が初めて達成される。また、逆に低温期の 2PE

の生合成鍵酵素 AADC に代わり高温期には PPDC が主要となる原因をそれぞれの酵素の構造と機能

の構造生物学的解析により、分子科学的根拠を与え，高温ストレスと酵素機能・構造との関係の

解明の端緒を与える。上記の知見に基づき、バラにおける高温ストレスマーカー(例えば PPDC遺

伝子等)の発見が可能となるばかりか、2PE 生合成経路シフトの分子機構の解明により、植物の環

境ストレス応答の多様性の仕組みを解明するという新たな学問領域への展開が期待されるばかり

か、香気成分生合成中間体を含めた香気成分の可視化により、そのプロセス制御にヒントを与え

るため、生合成能力を有しながら香気成分を発散できないため香らない植物の分子機構の解明に

手がかりを与える。また、香気成分の新たな生合成経路・ショートカット生合成経路に関する分

子科学的知見は、香る植物の創出、育種技術開発基盤的知見として位置付けられる。



合成経路のシフトに基づき、新たな酵素 AAAT,	
 
PPDC の構造と機能,	
 AAAT,	
 PPDC 遺伝子の特
定が初めて達成される。また、逆に低温期の
2PEの生合成鍵酵素AADCに代わり高温期には
PPDC が主要となる原因をそれぞれの酵素の
構造と機能の構造生物学的解析により、分子
科学的根拠を与え，高温ストレスと酵素機
能・構造との関係の解明の端緒を与える。上
記の知見に基づき、バラにおける高温ストレ
スマーカー(例えば PPDC 遺伝子等)の発見が
可能となる。さらに、2PE 生合成経路シフト
の分子機構の解明により、植物の環境ストレ
ス応答の多様性の仕組みを解明するという
新たな学問領域への展開が期待されるとと
もに、ショートカット生合成経路に関する分
子科学的知見は、香る植物の創出、育種技術
開発基盤的知見として位置付けられる。また、
香気成分生合成中間体を含めた香気成分の
可視化により、そのプロセス制御にヒントを
与えるため、生合成能力を有しながら香気成
分を発散できないため香らない植物の分子
機構の解明に手がかりを与える。	
 
３．研究の方法 
周年採取可能な栽培品種バラ Rosa	
 ‘Yves	
 

Piaget’を試料として用いる。2PE の生合成
経路の季節変化の要因を解明する目的で、	
 
（１）代謝経路を変化させる環境要因（高温、
強光条件）と暴露時期の解明	
 
	
 温度処理による 2PE 生成量の変化は 24 時
間以内に惹起されることが明らかとなった。
温度処理下での 2PE 生成量を経時的に定量す
る目的で、バラに対し 0-24 時間の温度処理
を行った。この時、[2H7]-2PE の生成量が高い
バラ(夏期型バラ相当)に対する低温処理に
より[2H7]-2PE の減少を確認できると推測し
た。逆に、	
 [2H7]-2PE の生成量が低いバラ（冬
期型バラ相当）に対する高温処理により、
[2H7]-2PE の増加を確認できると推測した。	
 
そこで本実験では、前処理としてバラに対し
4	
 ℃および 30	
 ℃処理を 24 時間行い、これら
をそれぞれ冬期処理バラ、夏期処理バラとし
た。次に冬期処理バラおよび夏期処理バラを
4	
 ℃および30	
 ℃で0-24時間インキュベート
し、この間に生成した 2PE を経時的に定量し
た。また、温度処理 0時間における生成量を
1 とし、各処理時間における 2PE の変化率を
算出した。	
 
（２）高温期と低温期における糖̶̶シキミ酸
代謝経路上の代謝物の相違	
 
	
 高温期、低温期に採取したバラ花弁の糖代
謝、シキミ代謝産物の 48 時間の消長をメタ
ボローム分析にて解析した。	
 
（３）安定同位体標識化合物と酵素阻害剤の
併用による酵素反応の解析	
 
	
 [2H8]LPhe とともに、微生物起源の PPDC の
阻害剤として開発された3-デアザTPPを合成
し、これをバラ花弁から単離したプロトプラ
ストに投与し、2PE あるいは[2H7]-2PE を定量
した。	
 
（４）高温期と低温期における 2PE 生合成に

関わる酵素 AADC,	
 PAR,	
 PPDC、AAAT,	
 PDT お
よびそれらの酵素遺伝子発現の相違	
 
	
 新たな酵素である AAAT は既知の植物アミ
ノ基転移酵素を基に遺伝子クローニングに
よって候補遺伝子を得た。大腸菌に組換え、
発現タンパク質の機能解析をした。また、一
過性の RNAi により 2PE の生成量を定量解析
した。PPDC については植物では全く新たな酵
素であるため、タンパク質を精製した。内部
アミノ酸配列を	
 LC-MS/MS	
 解析に供し、de	
 
novo	
 sequencing	
 を行った。ケト酸脱炭酸酵
素（KDC）に類似したアミノ酸配列を基に遺
伝子クローニングを行い	
 KDC	
 の全長配列を
得た。昆虫細胞発現系を用いてこれら全長発
現 KDC タンパク質を得、酵素機能を解析した。	
 
	
 生合成関連酵素遺伝子の発現解析は高温
期と低温期のバラ花弁より次世代シークエ
ンサーを用いて実施した。	
 
（５）質量顕微鏡による 2PE 生合成関連代謝
産物の可視化	
 
	
 浜松医科大学の瀬藤光利教授ら（光イメー
ジング研究センター）の指導の下、2PE 配糖
体である 2PE	
 β-D-glucopyranoside	
 (2PEG)の
質量顕微鏡による検出、花弁切片の観察を試
みた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）生合成経路の変化をもたらす環境要因
の解析	
 
	
 ①温度シフトによる[2H8]-2PE、[

2H7]-2PE
の生成量の変化	
 
	
 低温（4	
 ℃）前処理バラにおいては、4	
 ℃	
 
でインキュベートしても 2PE の生成量に変化
は見られなかった。一方、30	
 ℃では処理時
間とともに 2PE の生成量が徐々に増加した。
処理 24 時間の時点での変化率は、[2H8]-2PE
が2.7倍、[2H7]-2PEが6.4倍であり、[

2H7]-2PE
の増加が特に顕著であった	
 (図４)。	
 
	
 高温（30	
 ℃）前処理バラでは	
 30	
 ℃のイ
ンキュベート中に[2H8]-2PE の生成量は変化
せずに、[2H7]-2PE の生成量が 1.9 倍にまで増
加した。一方、4	
 ℃でのインキュベートによ
り処理24時間の時点での変化率は	
 [2H8]-2PE
が 0.54、[2H7]-2PE が 0.29 といずれも低下し
たが特に[2H7]-2PE の減少が顕著であった。以
上のように、夏期処理バラおよび冬期処理バ
ラを作成したことにより、[2H7]-2PE の生成量
の変化を確認することができた（図４）。	
 

	
 	
 	
 	
 	
 
	
 

	
 
図 4	
 低温処理（左）、高温処理（右）による[2H8]/[

2H]-2PE

の変化。濃いバー[2H8]-2PE;	
 薄いバー[
2H]-2PE	
 

	
 
	
 さらに	
 [2H7]-2PE の生成量が 4	
 

oC 処理で減
少し、30	
 ℃処理で増加したことから、AT	
 
route は低温によって抑制され、高温によっ
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て亢進することが明らかとなった。	
 
	
 ②異なる温度下にて生成する 2PE の定量	
 
4、10、20、25、30	
 ℃の温度条件下にて

L-[2H8]Phe をバラ花弁に投与し、[
2H7]-2PE お

よび	
 [2H8]-2PE	
 を定量した。その結果、処理
温 度 の 上 昇 に 伴 い 	
 [2H7]-2PE お よ び	
 
[2H8]-2PE の生成量が増加した。また、
[2H7]-2PEおよび	
 [

2H8]-2PEの生成割合をそれ
ぞれ算出した結果、[2H7]-2PE の割合が温度の
上昇に伴い増加した。これらの結果は、特に	
 
[2H7]-2PE の生成量が温度によって大きく変
化することを示している。	
 
上記①②の結果から、AT	
 route はバラの生

育温度の上昇に伴い昂進することが示され
た。	
 
	
 

（２）高温期と低温期の代謝物の分析	
 
	
 2PEの前駆体である LPheにおいては 2PE発
散にみられる明暗で異なる発散量の変化と
同調する消長は、いずれのバラでも観察され
なかった。他方、シキミ酸経路における LPhe
の上流化合物 ChA は低温期で、PPA は特に高
温期で 2PE の発散リズムと同調する変化を示
した（図 5）。これらの事実より、低温期では
LPhe から PAld,	
 2PE への変換が律速になって
いるのに対して、高温期では PPA の生成・代
謝が律速になっている可能性が示唆された。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

	
 
	
 図 5	
 高温期と低温期のシキミ酸経路代謝物と 2PE の	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 分析結果	
 赤線:高温期；青線:低温期	
 

	
 
（３）安定同位体標識化合物と酵素阻害剤に
よる酵素反応生成物の解析	
 
	
 高温期に昂進される PPAàPAldà２PE 経路
では PPA から PAld に変換する PPDC が鍵酵素
である。高温期のバラに PPA を投与したとき
の2PE増加量が酵素阻害剤3-デアザTPP投与
によって半減した。また、高温期のバラにお
いて[2H8]L-Phe と上記の阻害剤を共投与する
と、生成する[2H7]-2PE 量が用量依存的に低下
した。上記の事実から、PPDC が高温期の 2PE
生合成に重要な役割を果たしていることが
生化学的にも確認された。	
 
	
 
（４）生合成酵素および遺伝子発現解析	
 
	
 ①AAAT の解明	
 
	
 LPhe⇌PPA→PAld→2PE	
 におけるLPhe⇌PPAを
触媒する既知植物アミノ基転移酵素を基に

遺伝子クローニングした。３種類の	
 AAAT	
 候
補遺伝子のうち１つで顕著な	
 LPhe→PPA	
 活
性が認められた（図 6）。この	
 AAAT	
 遺伝子を
一過性	
 RNAi	
 によって阻害したところ、バラ
花弁プロトプラストにおいて、最終生成物で
ある	
 2PE	
 量が有意に減少した。また、AAAT	
 
は	
 LPhe>L-トリプトファン>L-チロシン	
 の順
に高いアミノ基転移活性を示したのに対し	
 

	
 	
 	
 	
 図 6	
 LCMS によるバラ AAAT 生成物の解析	
 	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 *生成物 PPA	
 

	
 
て、グリシン、L-アラニンにはほとんど活性	
 
を示さなかったことから、芳香族アミノ酸を
好適な基質とすることを明らかにした。	
 
	
 	
 	
 	
 

②PPDC の解明	
 
	
 PPA→PAld	
 を触媒する酵素の解明を行っ
た。まず、当該活性を指標に精製したタンパ
ク 質 の 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 、 de	
 novo	
 
sequencing	
 に基づき、ケト酸脱炭酸酵素
（KDC）に類似したアミノ酸配列が得られた。
このアミノ酸配列を基に遺伝子クローニン
グを行い	
 KDC	
 の全長配列を得た。昆虫細胞
発現系を用いてこれら	
 KDC	
 の全長を発現タ
ンパク質として得た後に酵素機能を解析し
た。その結果、KDC	
 は	
 PPA→PAld	
 反応を触
媒するPPDCであることを明らかにした（図7）。	
 

	
 図 7	
 LCMS によるバラ KDC	
 (PPDC)の反応生成物の解析	
 

	
 
植物酵素において当該反応を触媒する酵素
を明らかにした例はなく、当該酵素の活性発
現に寄与する新規の知見が得られることが
期待される。	
 
	
 

季節変化に伴うシキミ酸経路代謝物質の内生量変動!
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 ③遺伝子発現解析	
 
	
 以上の新たに得られた知見を基に、高温期
と低温期のバラ花弁より次世代シークエン
サーを用いて遺伝子発現を解析した。その結
果、LPhe→2PE	
 生合成経路における既知経路、
新経路ともに高温期と低温期で遺伝子発現
量に有意な差は認められなかった（図 8）。こ
のことから 2PE	
 に至る経路の季節変化には
酵素遺伝子の転写レベルではなくその他の
要因（例えば、翻訳後修飾、酵素の反応性の
変化等）が関与していると結論付けられた。
H26 年度もこの点を重視して生化学的研究を
継続している。	
 
	
 ④2PE ショートカット生合成経路の検討	
 
	
 PhA→PPA	
 を触媒する	
 ADT/PDT の遺伝子発
現についても併せて解析した。その結果、PDT	
 
活性を持つことが報告されている	
 AtADT1
（シロイヌナズナ ADT1）,	
 PhADT2	
 （ペチュ
ニア ADT2）の相同遺伝子はそれぞれ高温期に
おいて有意に発現量が上昇していた（図 8）。
これら２遺伝子の酵素機能を明らかにする
ことで 2PE ショートカット生合成経路の季節
性変化の解明につながる。	
 

図 8	
 次世代シークエンサによる高温期、低温期のバラ花弁

における 2PE 生合成関連遺伝子の発現解析結果	
 

	
 
（５）質量顕微鏡による代謝物の局在解析	
 
	
 まず、2PEG の標準品の検出を試み、検出が
可能であることを確認した。次に、バラ花弁
切片の 2PEG の検出を試みた。マトリックス
塗布後の試料において 2PEG が検出された。
しかし、マトリックスの粒子径が花弁厚の 3
分の 1程度と極めて大きいため本検出法では
局在化の検討は難しいと判断し、研究期間内
での検討を中止した。最近、マトリックスを
塗布するのではなく、昇華蒸着する新たな方
法が提案されたため、前出機関における質量
顕微鏡の使用が可能となった時点で改めて
検討する予定である。	
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