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研究成果の概要（和文）：本研究ではローズゼラニウムのモノテルペン系芳香成分であるシトロネロールの生合成遺伝
子を単離するため若葉のトランスクリプトーム解析を行い、発現遺伝子データベースを構築した。次いで本データベー
スよりモノテルペン代謝酵素の候補遺伝子を得て組み換え酵素の活性を検討した。この結果、old yellow enzymeのホ
モログについてシトラールからシトロネラールへの二重結合還元反応を触媒することを確認した。ローズゼラニウムよ
りcitral代謝活性を有する酵素が得られたことは本植物のモノテルペン代謝機構を考える上で興味深く、また本酵素遺
伝子はモノテルペン代謝の遺伝子工学的な改変に応用可能と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Rose geranium produces citronellol, a monoterpene rosy-scent compound. In this 
study, I sequenced transcriptome of young leaves of the plant to establish an expressed sequence 
database. I explored candidates genes for monoterpene metabolism, and consequently, cloned three cDNAs 
encoding old yellow enzyme homologues. The recombinant enzymes exhibited double bond reductase activity 
producing citronellal from citral. It is quite interesting that rose geranium contains citral reducing 
enzymes possibly involved in monoterpene metabolism. The obtained cDNAs may be applicable to metabolic 
engineering to create plants with modified fragrance.

研究分野： 植物生化学

キーワード： 生合成　植物　遺伝子　精油
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１．研究開始当初の背景 
	 ローズゼラニウム（Pelargonium 
graveolens）はバラ様の芳香を持ち、また害
虫に極めて強い特性から園芸植物として近
年人気が高まっている。 
	 本植物はモノテルペン系精油の citronellol
を高生産することが知られており、本化合物
が芳香と昆虫忌避作用を決定する成分と考
えられている。Citronellol生合成遺伝子を決
定することができれば、これを用いた遺伝子
工学的手法により植物に新たな香りを付与
し、また害虫抵抗性を高める新たな代謝工学
を開拓できると考えられる。 
	 1980年代に行われたローズゼラニウムの
粗酵素液を用いた実験より、citronellolは
NADPH依存型の還元酵素によって geraniol
の二重結合が還元されて生じると考えられ
てきた。しかしながら本還元酵素の精製や遺
伝子クローニングは報告されておらず、本研
究の開始当初、citronellol生合成経路の酵素
遺伝子に関する研究例は皆無であった。 

	 	 図１	 開花期のローズゼラニウム 
 
２．研究の目的 
	 研究開始当初の背景をふまえ、本研究はロ
ーズゼラニウムにおいて citronellol生合成に
関与する二重結合還元酵素の遺伝子を初め
てクローニングすること、および、得られた
遺伝子より組み換え酵素を発現してその酵
素学的性質を解析することを目的として設
定した。さらにこれらの基礎研究を達成した
場合には、酵素遺伝子を西洋ハッカ等の異種
植物に導入し、発現することで新たな香りと
害虫抵抗性を付与する分子育種を検討する
計画とした。 

	 	 図２	 Citronellolの推定生合成反応 
 
３．研究の方法 
（1）ローズゼラニウム若葉のトランスクリ
プトーム解析 
	 ローズゼラニウム若葉より mRNA を抽出、
精製し、イルミナ社の truSeq	 RNA サンプル
調製キットにより、断片化し末端にアダプタ
ー付加した形状の二本鎖 cDNA ライブラリー
を調製した。次いでイルミナ社 Gemone	 
Analyzer	 IIxを用いたショットガンシークエ
ンスを行い、得られた短鎖配列についてソフ
トウェアとして Abyss および CLC	 genomic	 
workbench を用いたアセンブルを行い、200bp
以上のコンティグを約 94 万種含むトランス

クリプトームデータを構築した。以下、標的
遺伝子の探索に関しては本データベースの
BLAST 解析により行った。	 
	 
（2）組み換え酵素の発現及び精製	 
	 上記データ解析により特定したモノテル
ペン代謝酵素の候補遺伝子に関しては、遺伝
子特異的なプライマーを用いて cDNA 全長を
増幅し、pQE80L ベクターに導入して、大腸菌
M15 株に形質転換した。得られた組み換え体
を LB 培地で培養後、IPTG を添加して組み換
え酵素の発現を誘導し、超音波処理にて細胞
抽出液を調製して Ni	 Sepharose カラムによ
り SDS-PAGE 上単一な酵素を精製した。	 
	 
（3）組み換え酵素の活性測定	 
	 得られた組み換え酵素は pH7.0 のバッファ
ー中、1mM	 NADPH を補酵素とし、1	 mM	 garaniol
あるいは citral を基質とする反応に供した。
反応液についてヘキサンで抽出、濃縮後、
GC-MS（Shimadzu,	 GCMS-QP5000）を用いた分
析により生成物を確認した。	 
	 
４．研究成果	 
（1）モノテルペン還元酵素遺伝子の探索と
機能解析	 
	 従来、citronellol は geraniol の二重結合
が位置特異的に還元されることにより生成
すると考えられてきた。モノテルペンの二重
結合を還元する酵素としては、西洋ハッカの
menthol 生合成に関与する menthone	 
reductases など数種について遺伝子がクロ
ーニングされ、それらはいずれも酵素学的に
short-chain	 あるいは medium-chain	 
dehydrogenase/reductase ファミリーに分類
されることが示されていた。	 
	 そこで citronellol 生合成経路の還元酵素
についても	 これらと類似した配列を持つ
可能性を考え、上記トランスクリプトームデ
ータの BLAST 検索により、ローズゼラニウム
若葉に short-chain 及び medium-chain それ
ぞれ二種の還元酵素遺伝子が発現している
ことを確認した。	 
各遺伝子について RT-PCR により全長を増幅
して発現ベクターpQE80L に組込み、大腸菌を
宿主として組み換え酵素を発現し SDS-PAGE
上単一にまで精製した。	 

	 図３	 モノテルペン還元酵素の SDS電気泳動 
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	 精製した各組み換え酵素を用い、geraniol
を基質とするアッセイを検討したが各酵素
はいずれも geraniol から citronellol の還
元反応を触媒しないことが確認された。	 
	 Geraniolをcitronellolに還元する酵素活
性はローズゼラニウム以外にバラ花弁でも
報告され、citronellol は geraniol から生成
すると信じられてきたが、citronellol がこ
れ以外の経路で生合成される可能性に関し
ても検討する必要があると考えられた。	 
	 
（2）Oxophytodienoic	 acid	 reductase（OPR）
関連酵素の cDNA クローニング	 
	 近年の研究から、ワイン醸造過程の酵母に
よる geraniol から citronellol への生物変
換の過程は、citral および citronellal を中
間体として経由することが知られている。ま
た酵母によるモノテルペン代謝には old	 
yellow	 enzyme（OYE）が関与することが証明
されており、OYE は citral から citronellal
への二重結合の還元を触媒すると考えられ
ている。OYE は FMN と結合した黄色酵素であ
り、NADPH の存在下、主に電子吸引性基に隣
接する二重結合を還元する。本酵素は古くか
ら研究されてきたものの生理的意義は不明
であり、多様な基質と反応することが知られ
る。OYE のホモログは細菌、真菌、線虫及び
植物など幅広い生物種に存在する。	 

	 図４	 酵母におけるモノテルペン代謝経路 
	 
	 植物における OYE のホモログとして
peroxisome に局在しジャスモン酸生合成過
程の二重結合還元反応を触媒する
12-oxophytodienoic	 acid	 reductase（OPR）
が知られており、数種の植物で遺伝子レベル
での研究が進められている。また近年、極め
て興味深いことに OPR に分類される酵素がテ
ルペン代謝に関与する可能性を示唆する研
究が複数報告されている。例えば、クソニン
ジン（Artemisia	 annua）において artemisinin
生合成に関与する artemisinic	 aldehyde	 
reductaseはOPRのホモログである。さらに、
生理的意義に関する議論こそなされていな
いものの、トマトの OPR-1 及び OPR-3 は
citral と反応し、これを立体選択的に	 
(S)-citronellal に還元する能力を有するこ
とが確認されている。	 
	 以上よりローズゼラニウムにおいて OPR 関
連酵素がモノテルペン代謝に関与する可能
性を考え配列相同性に基づく候補遺伝子の
探索を行った。即ち、先に述べたと同様に発
現遺伝子データベースの BLAST 検索を行い、
ローズゼラニウム若葉に三種の OPR ホモログ
（PgOPR-1〜3）が発現していることを確認し
た。これらのうち、PgOPR-3 は C 末端に
peroxisome への局在化シグナル（SKL	 motif）

を有し、また OPR と機能同定された酵素と高
い相同性を示したことから、ローズゼラニウ
ムにおいてジャスモン酸生合成経路の OPR と
して機能することが推察された。一方、
PgOPR-1及び2にはSKL	 motifが観察されず、
またホモロジー検索の結果、機能未知の OPR
関連配列とより高い相同性を示すことを確
認した。	 
	 PgOPR-1〜3 の酵素活性を確認するため、そ
れぞれをコードする	 cDNAをRT-PCRで増幅し
て pQE80L に組み込み、大腸菌を宿主として
酵素タンパクを発現、精製した。	 

	 図 5	 OPR関連酵素の SDS電気泳動 
	 
	 Citral を基質とするアッセイを行い、反応
生成物を GC−MS で分析した結果、下図に示す
通り PgOPR-1 は明確な citronellal 合成活性
を示すことを確認した。本アッセイで基質と
して用いた citral は geranial と neral とい
う幾何異性体の混合物であるが、neral の減
少が著しかったことから本酵素は neral と優
先的に反応して citronellal を合成すると考
えられた。また、PgOPR-2 及び 3 に関しても
比較的弱いながら citral を還元し
citronellal を合成する活性を有することを
確認した。また、キラル GC の結果、これら
酵素による還元反応はいずれも立体選択的
に(S)-citronellal を与えることを確認した。	 

	 図 6	 OPR-1による citral還元反応の GC分析 
	 	 A. 酵素反応液 B. コントロール 
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	 図 7	 OPR-1により合成した citronellalのキラル GC
分析 

A. 酵素反応生成物 B. (S)体及び(R)体の等量混合物 
	 
	 なお、最近ゴムの木（Hevea	 brasiliensis）
の OPR が geraniol を citronellol に還元す
ると報告されているが、PgOPR1〜3 はいずれ
も geraniol とは反応しないことを確認した。	 
	 ローズゼラニウムは citral 及び
citronellal を微量成分として含有すること
が報告されており、これらが citronellol 生
合成経路の中間体として存在し、citral から
citronellal の二重結合還元反応を PgOPR が
触媒する可能性が考えられる。	 
	 
	 以上のように本研究ではローズゼラニウ
ムのモノテルペン代謝に関して検討を行っ
た。当初想定した geraniol を citronellol
に還元する酵素遺伝子は得られなかった一
方、OPR 関連酵素が citral を citronellal に
還元する活性を有することを確認した。
Citronellal は citronellol と同様、昆虫忌
避活性が強く、また柑橘系の独特な芳香を有
する。このため本研究で得られた OPR 遺伝子
を用いた代謝工学により、新たな特性を持つ
植物の開発が可能と推察される。	 
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