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研究成果の概要（和文）：本研究では，植物に一過的に生合成候補酵素を過剰発現させ，植物自身に蓄積してい
る代謝産物を基質とすることで，植物体内で酵素活性試験を行い，生成された代謝産物を化学分析することによ
り生合成酵素の機能を解明する。という手法の開発を目指した。その結果，チャ由来の1-デオキシ-D-キシルロ
ース-5-リン酸合成酵素遺伝子 (DXS) とモノテルペン合成酵素遺伝子 (TPS) を一過的に導入したタバコにおい
て，モノテルペン内生量が著しく増加することを明らかにした。本方法は，基質の入手が難しい場合や，候補遺
伝子のスクリーニングに効果を発揮する酵素機能同定法として期待できる。

研究成果の概要（英文）：We constructed a new methods for biochemical identification of plant enzymes
 using Nicotiana benthamiana as heterologous expression platform. 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate 
gene and monoterpene synthases from Camellia sinensis installed in Nicotiana benthamiana gave higher
 amount of monoterenoids rather than wild type Nicotiana benthamiana. This new methods would open 
the door to identification of plant terpene synthases without neither adding substrate candidates 
nor extracting enzymes.
     

研究分野：植物化学

キーワード： テルペン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

現在，100 種類以上の植物から医薬品原

料や機能性食品などの有用物質が生み出さ

れており，植物は優れた天然物供給資源で

ある。しかし，含量が乾燥重量の数パーセ

ント程度と低いこと，栽培に長期間要する

こと，品質の不均一性などの課題がある。

また植物を伐採して有用物質を取得するた

め資源保全や持続的供給の問題がある。現

在，これら問題点を克服するため，

Medicinal Plant Consortium (USA), 

Smart Cell (EU), PhytoMetaSyn 

(Canada) など大規模プロジェクトが進め

られている。これらプロジェクトの共通点

は有用物質,特に医薬品を生合成する薬用

植物のゲノム解読を行い，生合成遺伝子を

微生物や植物に組み込むことで，有用物質

を生物に生産させる試みである。実際，抗

マラリア治療薬アルテミシンや抗がん作用

化合物イソチオシアネートを植物を用いて

生合成させる試みが始まっている。(Teun 

et al., Plos one, 5, e14222, 2010; Pfalz et 

al, Plant Cell, 23, 716-729, 2011)。しかし，

有用物質生産システムには大量生産方法の

検討など工業化に向けた課題や未知生合成

酵素の機能解明など基礎レベルの課題も多

い。 

植物や微生物の二次代謝産物生合成に関

与する酵素の機能解明は，大腸菌や酵母な

ど異種発現系により組換え酵素を作製し，

基質を加えて酵素活性を評価する in vitro

酵素試験が成果を上げてきた。しかし，植

物由来生合成酵素の機能解明の際，in vitro

酵素試験には問題点もある。①異種発現系

のため，活性型酵素が得られないことがあ

る。②植物二次代謝産物の高度な多様性の

ため，正しい基質を見つけ出すことが困難

である。③基質を準備する必要がある。上

記の問題点のため生合成酵素機能が未解明

なままになっている植物由来有用物質は多

い。そこで我々は in vitro酵素試験の問題

点を克服した生合成酵素の機能解明手法が

必須であると考え，「植物ポテンシャルを利

活用した新しい酵素機能同定法の構築」を

想起した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，アグロバクテリウム注入

法 (アグロ注入法) により有用物質の生合

成候補遺伝子を導入した過剰発現タバコを

作製し，その組換えタバコ自身が蓄積して

いる代謝産物を基質として，植物体内で酵

素活性試験を行わせ，組換えタバコが目的

代謝産物を生成しているか否かの代謝産物

解析または組換えタバコと非組換えタバコ

の代謝産物の量的解析を行うことで，生合

成遺伝子の探索および同定する手法の構築

である。 

 

３．研究の方法 

(1) テルペン未知生合成遺伝子の探索に適

した植物プラットーフォーム (イソペンテ

ニル二リン酸/ジメチルアリルピロリン酸 

(IPP/DMAPP) の高蓄積組換えタバコ) を

作製するため，テルペン生合成の出発物質

であるイソペンテニル二リン酸/ジメチル

アリルピロリン酸 (IPP/DMAPP) を高蓄

積する代謝改変組換えタバコを一過的アグ

ロバクテリウム発現方法を用いて作製に取

り組んだ。 

(2) 上記で作成した IPP/DMAPPの高蓄積

組換えタバコを用いて，植物モノテルペン

アルコール生合成酵素の機能解明を行った。 

 

４．研究成果 

(1) チャ (Camellia sinensis)より，イソペ

ンテニル二リン酸/ジメチルアリルピロリ

ン酸 (IPP/DMAPP) 生合成遺伝子をクロ

ーニングし，既知のテルペン生合成酵素遺

伝子と同時にタバコにインフィルトレーシ



ョンを行い，生成したモノテルペン量を解

析した。その結果，1−デオキシ−D−キシル

ロース−5−リン酸シンターゼ (DXS) を導

入した組換えタバコにおいてモノテルペン

生成量が最も多かった。 

 

(2) 上記(1) により作製したDXS過剰発現

タバコを用いて，チャのトランスクリプト

ームデータから選抜したモノテルペン生合

成遺伝子をアグロバクテリウム－一過的発

現法により導入して，植物体から香気成分

を抽出し，GC-MSによって分析を行った。

その結果，2 種のテルペン合成酵素の酵素

代謝産物を明らかにした。また本酵素活性

は大腸菌異種発現系で調製した酵素の機能

と一致した。 
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