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研究成果の概要（和文）：植物は20万種以上にも上る多様な二次代謝産物を生産するが、その中でもフラボノイ
ドは7,000種以上の大きなグループであり、医薬品原料や機能性食品等として私たちの生活に重要な化合物も多
く含まれる。しかし、これらの植物由来の有用物質は、含有量が少ない、希少植物由来である、精製が困難であ
る等の理由により、安定供給には大きな障害がある。本研究では植物におけるフラボノイドの細胞外やプラスチ
ドへの輸送体を明らかにすることにより、形質転換体を用いた有用フラボノイド安定生産系の構築を目指した。

研究成果の概要（英文）：Plants produce more than 200,000 secondary metabolites, among which 
flavonoids are a group of over 7,000 compounds. These  compounds are important for our lives as 
pharmaceutical raw materials and functional foods. However, useful secondary metabolites derived 
from these plants have a large limitation to stable supply because of low contents in plants, origin
 from rare plant, difficulty in purification. In this study, we aimed to construct stable flavonoid 
production system using transformants by clarifying transporters of flavonoids.

研究分野：応用生物化学
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１．研究開始当初の背景 
植物は 20 万種以上にも上る多様な二次代
謝産物を生産するが、その中でもフラボノイ
ドは 7,000 種以上の大きなグループであり、
医薬品原料や機能性食品等としてヒトの健
康維持に役立つ有用な化合物も多く含まれ
る。しかし、植物由来の有用物質は、含有量
が少ない、希少植物由来である、精製が困難
である等の理由により、安定供給には大きな
障害がある。そのため、代謝工学により形質
転換生物を用いた安定生産が試みられてき
たが、実用化された例はほとんどない。 
大豆イソフラボンは健康維持に重要な物質
であるが、ダイズ植物において、抗菌性イソ
フラボンのグリセオリンは病原菌の感染を
防御するファイトアレキシンとして機能し、
ゲニステインやダイゼインは根から分泌さ
れ根粒菌へのシグナルとして機能する。フラ
ボノイドの生合成や生理機能の発現には、細
胞内・細胞外の適切な場所への輸送が重要で
あるが、植物におけるフラボノイド輸送は液
胞への蓄積に関与する輸送体以外明らかに
なっていない。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で、根粒形成への最初のス
テップであるフラボノイド分泌に着目して
研究を行い、マメ科植物のゲノム解析やダイ
ズ細胞膜ベシクルを用いた生化学的輸送解
析により、フラボノイドの細胞外分泌に ABC
型タンパク質が関与することを明らかなっ
た。さらに、フラボノイドの分泌にはアポプ
ラストのβ-グルコシダーゼが関与すること
が報告されている。本研究では、トランスク
リプトーム解析と生化学的解析により、プラ
スチドへの生合成中間体輸送体、及び、細胞
外へのフラボノイド輸送体を明らかにする
ことを目的とする。さらに、これらの輸送体
や有用物質を生合成する酵素を用いて有用
物質生産のプラットフォームを構築する。 
 
３．研究の方法 
（１）ダイズ ABCG 輸送体の解析 
 生化学的輸送解析によりダイズの根から
のイソフラボン分泌には ABCG 型の輸送体が
関与すると示唆されている。そこで、ダイズ
のゲノム情報から ABCG 輸送体の遺伝子を探
索し、イソフラボン分泌が促進される条件で
発現上昇を示す遺伝子を絞り込むこととし
た。 
 
（２）ミヤコグサを用いたフラボノイド輸送
体の探索 
 マメ科のモデル植物であり、形質転換が可
能なミヤコグサ（Lotus japonicus）を用い
て ABCG ファミリータンパク質の解析を行っ
た。 
 ダイズの ABCG 遺伝子と同様に、MeJA 処理
や病原菌の感染により発現が誘導される遺
伝子を探索し、LjABCG1 を見出した。LjABCG1

の機能を明らかにするため、RNAi 体の作出や、
Promoter:GUS 形質転換体の作成、細胞内局在
性の解析、シロイヌナズナ過剰発現体を用い
た解析を行った。 
 
（３）ダイズイソフラボン分泌の解析 
 ダイズを水耕栽培、及び、圃場栽培し、各
生育段階毎に根、葉に含まれるイソフラボン
を HPLC で定量するとともに、水耕液中に分
泌されたイソフラボン、根圏に分泌されたイ
ソフラボンを定量した。また、イソフラボン
生合成、及び、アポプラストでのイソフラボ
ン配糖体の加水分解酵素の遺伝子発現を
real time RT PCR 法により解析した。 
 
（４）形質転換体を用いた有用物質生産 
 有用物質としてプレニル化フラボノイド
に着目し、プレニル化フラボノイドの蓄積量
を増加させるため、基質となるフラボノイド
含量を増加させることを試みた。トマトでは
ナリンゲニンカルコンが蓄積することから、
これを基質となるナリンゲニンに変換する
ために、カルコンイソメラーゼを過剰発現す
ることとした。 
 
（５）プラスチドへの取り込み輸送の解析 
 無傷葉緑体を単離し、生化学的輸送解析を
行うため、ダイズと同じマメ科植物であるエ
ンドウ、及び、モデル植物のシロイヌナズナ
と同じアブラナ科植物のダイコン（カイワ
レ）を用いた。葉それぞれ約 40 g をポリト
ロンで破砕し、濾過した後、従来のパーコー
ル不連続密度勾配遠心法によって、30% / 80%
の界面に無傷葉緑体画分が得られた。カイワ
レ大根由来の無傷葉緑体画分については
Pulse Amplitude Modulation によって無傷度
が約 50%と求められた。 
 輸送活性測定法の確立のため RI 標識した
アデニンを用いてカイワレダイコン無傷葉
緑体への取り込み実験を行った。 
 葉緑体懸濁液を 3H-アデニンとインキュベ
ーションし、次いで非ラベル体アデニン含有
のバッファーで 2度洗浄した後、残存した 3H
シグナルを取り込み活性として液体シンチ
レーションカウンターで定量した。RI 化合物
として入手可能であったホモゲンチジン酸
（HGA）を用いた測定も行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）ダイズ ABCG 輸送体の解析 
ダイズゲノムからフルサイズの ABCG 遺伝
子を探索したところ、40 遺伝子が見いだされ
た。系統樹を作成した（図１）。 
 
 
 
 
 
 



 
図１．ダイズフルサイズ ABCG タンパク質 
 
 
ダイズゲノム中に見いだされた 40 分子種
について、病原菌（Phytophthora sojae、
Pseudomonas syringae 、 Xanthomonas 
campestris ） 感 染 条 件 、 根 粒 菌
（Bradyrhizobium japonicum)感染、ホルモ
ン処理、窒素欠乏条件において、RT-PCR 及び
リアルタイムPCRにより詳細な発現解析を行
った。 
その結果、ダイズファイトアレキシンであ
るグリセオリン誘導と同調的に発現する遺
伝子やイソフラボン分泌の上昇する窒素欠
乏条件で誘導される遺伝子が見出された。こ
れらの遺伝子について全長 cDNA のクローニ
ングと発現ベクター構築を行った。 
 
発現ベクターが構築できた遺伝子につい
て順次、異種発現系を用いた輸送解析を行っ
ている。現在のところ、イソフラボン輸送活
性の認められる遺伝子は得られていない。 
 
（２）ミヤコグサを用いたフラボノイド輸送
体の探索 
二週齢のミヤコグサ無菌実生を用いて、植
物ホルモンを中心とした処理を行い、
LjABCG1 の発現応答を解析した結果、LjABCG1
の発現はメチルジャスモン酸で顕著に誘導
された。MeJA に対する応答を詳細に解析する
ため、MeJA による LjABCG1 の発現誘導の経時
変化を real-time PCR で解析したところ、
LjABCG1 の発現上昇は、処理後 3 時間から認
められ、48 時間まで高いレベルに保たれてい
た。さらに、LjABCG1 誘導に対する MeJA の濃
度依存性を検討すると、LjABCG1 の発現誘導
は 1 μM の低濃度 MeJA でも認められ濃度依
存性を示した。シュートを MeJA で処理する
と根粒形成が強く阻害される。地上部を MeJA
で処理すると LjABCG1 の発現は地上部で 10
～20 倍程度上昇したが、根は最大 800 倍程度
まで上昇し、顕著な発現誘導が起こった。 
 LjABCG1 の発現について詳細な空間的解析
を行うため、LjABCG1 の ORF の上流 2.0 kb を
プロモーター領域として単離した。これにレ

ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て GUS （ β
-glucuronidase）を結合したコンストラクト
を作成した。形質転換体に根粒菌（M. loti）
を 感 染 さ せ 、 X-Gluc
（ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-glucuron
ic acid）による組織染色を行った。GUS 染色
は根端と根の先端に近い領域（若い組織）の
中心柱で特異的に認められた。側根原基や側
根においてもGUS染色が根端と中心柱で観察
された。根粒における GUS 活性を調べると、
染色は根粒原基や成熟過程の根粒において
認められた。 
 LjABCG1 の細胞内局在性を明らかにするた
めに、ショ糖密度勾配遠心法によるミクロソ
ームの分画を行った。LjABCG1 は、細胞膜
H+-ATPase（W1C）の画分と一致し、液胞膜
H+-pyrophosphatase（AVP1）や ER 膜 BiP の
分画パターンとは一致しなかった。さらに確
かめるために、水性二層分配法を用いた細胞
膜の分離精製を行った。ミクロソーム画分を
6.2%（w/w）Dextran T500-PEG 3350 により二
層分離したところ、LjABCG1 は細胞膜のマー
カーと同様に上層で検出された。 
 LjABCG1 に対するヘアピン RNA を CaMV35S
プロモーターの下流で発現するミヤコグサ
を作出した。しかし、根粒形成や生育に影響
は認められなかった。 
LjABCG1 が P. infestans の侵入に対する抵
抗性が欠損したシロイヌナズナの atabcg36
変異体を補完できるかを検定した。LjABCG1
を変異体バックグラウンドで発現させ、
LjABCG1を発現するT2植物は感染アッセイに
用いた。P. infestans を葉に接種し、トリパ
ンブルー染色し、葉の細胞死および感染を調
べた。P. infestans の感染菌糸は LjABCG1/ 
abcg36 形質転換体で観察されたが、頻度は有
意に低下した。ABCG36 はファイトアレキシン
の輸送が示唆されていることから、LjABCG1
がシロイヌナズナにおいてファイトアレキ
シンの輸送活性を部分的に相補した可能性
が考えられる。 
 
（３）ダイズイソフラボン分泌の解析 
 水耕条件においてエンレイ品種のダイズ
を水耕栽培し、各生育ステージ（VE、V3、V7、
R4、R6）のダイズについて、24 時間中で水耕
培地中に分泌されたイソフラボンを Sep-pak
（C18）カラムに吸着させ、HPLC 解析を行っ
た。分泌されるイソフラボンは、含量、組成
ともに生育過程を通して大きく変動するこ
とが示された。ダイゼインが主要な分泌イソ
フラボノイドであり、特に栄養生長期で多く
分泌したこと。また、生殖生長期にはマロニ
ルダイジン及びダイジンの分泌量が増加し
た。 
黒ダイズ及びエンレイを圃場で栽培し、黒
ダイズを V1、V8、V11、R2、R6、R7 期に、エ
ンレイを V1、V8、R3、R6、R7 期に葉及び根
をサンプリングした。水耕栽培条件と同様に
両品種とも、生育過程を通して含量、組成に



大きな変動はみられなかった。イソフラボン
蓄積の形態は、エンレイにおいては全生育ス
テージを通してダイゼイン誘導体が主であ
った。 
根においては黒ダイズ、エンレイともに、
栄養生長期から生殖生長期への転換直後に
アグリコンの含量が最大となった。イソフラ
ボン蓄積形態は、全生育ステージを平均して
みると、ダイゼイン誘導体がゲニステイン誘
導体より黒ダイズでは約 5倍、エンレイでは
約 4倍であった。 
 遺伝子発現を解析したところ ICHG につい
て、黒ダイズでは栄養生長期で高く発現し、
その後低下することが明らかとなったこと
から、圃場条件においても水耕栽培と同様に
栄養成長期におけるイソフラボン分泌には
ICHG を介した経路が重要な役割を担うこと
が示唆された。 
 
（４）形質転換体を用いた有用物質生産 
 カルコンイソメラーゼ（CHI）と Naringenin 
8-Prenyltransferase（N8DT）をともに果実
で発現するトマトを作出した。形質転換体の
果実を用いて8-dimethylallylnaringeninの
含量を測定したところ、CHI と N8DT の両方を
発現する形質転換体では、N8DT 単独で発現す
る 形 質 転 換 体 よ り も
8-dimethylallylnaringenin の蓄積量は低下
した。逆に CHI と N8DT の両方を発現する形
質転換体では Rutin が 20 倍以上蓄積した。
このことからも中間体のプラスチドへの輸
送が重要だと示唆された。 
 
（５）プラスチドへの取り込み輸送の解析 
アデニンがプロトンとの共輸送によって
プラスチドに取り込まれることから、プロト
ン 勾 配 消 失 剤 carbonyl cyanide 
m-chlorophenyl hydrazone（CCCP）の効果を
調べた。その結果、CCCP の添加によりより有
意にアデニン取り込み量が減少した（図２）。
この結果から、本項で立ち上げた輸送アッセ
イ系によって、従来報告されていたプロトン
との共輸送を検出できることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２．プラスチドへのアデニン取り込み実
験 
 
さらに、アデニン取り込みのタイムコース
を調べた結果、インキュベーション時間 10
分までで、アデニン取り込み量が増加する傾
向が見られた。一方で、20分のインキュベー
ション時間では、取り込み量が大きく減少し
た。これは長時間のインキュベーションによ
り葉緑体が破壊された可能性があると考え、
今後のインキュベーション時間を 5 分とし
た。 
 なお、本項で構築した輸送アッセイ系は、
従来の手法であるシリコンオイル濾過法と
比較すると、洗浄までに時間がかかるため、
バックグラウンドが高いという欠点がある
ものの、分散が小さいという利点があった。 
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