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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　ブラシノステロイド（ＢＲ）は植物の生長，分化，形態形成，光応答において重要な役割を担う植物ホルモンである。最

も生理活性の強いブラシノライド（ＢＬ）はC28－ステロイドで，他の生合成類縁化合物とともに広く植物界に存在する。 BR

の研究は，植物よりＢＲを単離同定する分析化学的手法，ＢＲの化学合成を行う有機化学的手法，そしてＢＲ生合成欠損変

異株の探索を行う遺伝学的手法により推し進められてきた。その結果，ＢＲ生合成欠損変異株の原因遺伝子として多数のシ

トクロムP450（以下P450と略す）遺伝子が単離同定され（ＣＹＰ８５Ａ１， 　９０Ａ１，９０Ｂ１，９０Ｃ１および９０Ｌ）j），また分析

化学的手法によりそれらP450がＢＲ生合成経路の多くの酸化反応（Ｃ-2位, C-3位，Ｃ-6位, C-22位およびＣ-23位の酸

化および水酸化反応）に関与していることが推定されている。しかし，ＣＹＰ８５Ａ１が触媒するＣ-6位酸化反応以外，未だ

ＢＲ生合成に関与するP450の酵素活性は証明されていない。一方，ＢＲ代謝経路についての研究は，分析化学的手法によ

り活性型ＢＲであるカスタステロン（CS）や，ＢＬが水酸化，エステル化または異性化されたＢＲ類縁体が単離同定されて

いるのみでほとんど未解明のままである。

　そこで本論文は，従来のＢＲ研究とは異なる生化学的手法を用いることによりＢＲ生合成および代謝系に関わるP450酵

素の機能を酵素学的に明らかにするとともに，ＢＲ新規生合成経路の存在も明らかにした。

　１）モデル植物シロイヌナズナの新規ＢＲ生合成経路の確立

　化学的および遺伝学的解析によりＢＲ生合成経路は推定されている。しかし，ＢＲ生合成に関与するP450酵素の発現や

活性測定か困難であるため，未だ生化学的な証明がなされておらずＢＲ生合成経路は確立されていない。そこでシロイヌナ

ズナＣＹＰ９０Ａ，90B，90C，90DおよびトマトＣＹＰ７２４Ｂの５種のP450について，クローニングおよび昆虫細胞や大腸菌

での発現系を確立し，生化学的なアプローチからそれぞれのP450酵素の酵素機能を実証するとともに酵素反応速度論解析

を行った。 P450の酵素活性測定には, P450酵素にＮＡＤＰＨ-450還元酵素を加えた再構成系を用いた。基質および生成物

標品を合成し，酵素反応物の構造はＧＣ-MS,ＬＣ-MS分析により決定した。

　①　Ｃ-22位水酸化酵素ＣＹＰ９０Ｂ１の酵素学的解析

　ＣＹＰ９０Ｂ１はステロールのＣ-22位水酸化酵素であることを生化学的に実証した。またＣＹＰ９０Ｂ１の反応速度論解析から基

質特異性を示すねけ尺いま，カンペスタノール（ＣＮ）に比ベカンペステロール（ＣＲ）が約300倍高く，ＣＲはCYP90B1

の良い基質となることが明らかとなった。また植物体内のＣＲおよびＣＮの内生量分析の結果，ＣＲの方がＣＮより約50倍

多かった。以上より，植物体内では早期Ｃ-22位水酸化経路がＢＲ生合成経路の主要経路であることを示した。

　②　ＣＹＰ９０Ｃ１およびＣＹＰ９０Ｄ１の酵素学的解析

　ＣＹＰ９０Ｃ１およびＣＹＰ９０Ｄ１は6－デオキソキャサステロン（6-ｄｅｏｘｏＣＴ）およびキャサステロンのＣ-23位水酸化反応を

触媒して，6－デオキソティーステロンおよびティーステロンをそれぞれ生成した。このことからＣＹＰ９０Ｃ１とＣＹＰ９０Ｄ１は

ともにＣ-23位水酸化酵素であり，酵素機能が重複していることを明らかにした。また酵素反応速度論解析の結果，従来基
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質として提唱されていた6-ｄｅｏｘｏＣＴは非常に悪い基質であったのに対し，早期Ｃ-22位水酸化経路上のＢＲ生合成中間体

は良い基質となりねけ尺。を比較すると6-ｄｅｏｘｏＣＴの60-120倍高いことが明らかとなった。以上より，ＣＹＰ９０Ｃ１と

ＣＹＰ９０Ｄ１により早期Ｃ-22位水酸化経路上のＢＲ生合成中間体から直接6－デオキソー3－デヒドロティーステロンおよび6－

デオキソティファステロンヘとそれぞれＣ-23位水酸化される新規ＢＲ生合成経路の存在を明らかにした。

　③　ＣＹＰ９０Ａ１の酵素学的解析

　従来ＣＹＰ９０Ａ１がBR Ｃ-23位水酸化酵素であると推定されていたが，上記のようにＣＹＰ９０Ｃ１およびＣＹＰ９０Ｄ１がＣ-23

位水酸化酵素であることを生化学的に証明した。そこでＣＹＰ９０Ａ１の生化学的解析を行った結果，ＣＹＰ９０Ａ１は（22ざ）-22－

ヒドロキシカンペステロール（２２-ＯＨＣＲ）および（22尺,23尺）-22,23－ヒドロキシカンペステロール（22,23-ＯＨＣＲ）の

Ｃ-3位酸化反応を触媒することを明らかにした。さらにＣＹＰ９０Ａ１の酵素反応速度論解析を行い，ＣＹＰ９０Ａ１の22-OHCR

および22,23-ＯＨＣＲに対するゐ。t/尺。を比較すると22, 23-OHCRに対するねt/瓦。が13倍高いことを明らかにした。

　①　新規P450ファミリーＣＹＰ７２４Ｂの酵素活性の解明

　機能未知な新規P450ファミリーCYP724はＢＲ生合成に関与する可能性が高いと推定された。そこでトマト由来の新規

P450であるCYP724B2 ｃＤＮＡを単離し，その機能解析を行なった。その結果，CYP724B2はＣＲ，（24柏－エルゴストー4－

エンー3－オン，（24拓卜5a－エルゴスタンー3－オン，ＣＮを基質としてＣ-22位水酸化反応を触媒する酵素であることが明らか

となった。またトマトには，従来のＣ-22位水酸化酵素であるＣＹＰ９０Ｂ３も存在し，同じ反応を触媒することを明らかにし

た。

　２）ブラシノステロイド代謝に関わるP450の酵素機能の解明

　ＢＲ代謝に関わるP450はＣＹＰ７３４Ａファミリーに属することが知られているが具体的な酵素活性は不明であった。そこ

で，トマト由来CYP734A7 ｃＤＮＡをクローニングし，ｉｎ　ｉｊｔtｒｏおよびｉｎ　ｉｎｉｍの両面から機能解明を行った。 CYP734A7

を過剰発現させた組換えタバコ植物は，典型的なＢＲ欠乏症の表現型と類似していた。そこでＧＣ-ＭＳ分析によりＢＲ内生

量を定量しか結果，CSが顕著に減少しか。またCYP734A7を用いて酵素解析を行った結果，CSのＣ-26位水酸化活性を

示し，ＢＬに対しても同様の活性を示した。以上, CYP734A7はＣ-26位水酸化酵素であり，ＢＲ不活性化に重要な酵素で

あることを明らかにした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　本論文は，従来のブラシノステロイド（ＢＲ）の研究とは異なる生化学的手法を用いることによりＢＲ生合成および代謝

系に関わるP450酵素の機能を酵素学的に明らかにするとともにＢＲ新規生合成経路の存在を示したものである。本研究

は植物にとって必須ホルモンであるＢＲの農業や食料増産への応用研究を行うために重要な生化学的知見を与えるものであ

る。評価される主な点は以下の通りである。

　1）ＣＹＰ９０Ｂ１がＣ-22位水酸化酵素であることを生化学的に証明するとともに，カンペスタノールの前駆体であるカン

ペステロールがＣ-22位水酸化される早期Ｃ-22位水酸化経路が生合成経路の主要経路であることを示した。

　２）ＢＲＣ-２位水酸化酵素，Ｃ-3位酸化酵素であると予想されていたＣＹＰ９０Ｃ１とＣＹＰ９０Ｄ１は，ともに実はＣ-23位水

酸化酵素であり，酵素機能が重複していることを明らかにした。

　3）ＣＹＰ９０Ｃ１とＣＹＰ９０Ｄ１により早期Ｃ-22位水酸化経路上のＢＲ生合成中間体から直接6－デオキソー3－デヒドロティ

ーステロンおよび6－デオキソティファステロンヘとそれぞれＣ-23位水酸化されるＢＲ新規生合成経路の存在を明らかにし

た。

　4）ＣＹＰ９０Ａ１がBRＣ-3位酸化酵素であることを明らかにした。その結果，従来Ｃ-23位水酸化酵素であると提唱され

ていたＣＹＰ９０Ａ１の酵素機能が誤りであることが実証され，真の酵素機能が明らかとなった。

　５）トマトには２つの異なるP450ファミリーに属するCYP724B2とＣＹＰ９０Ｂ３が存在し，CYP724B2とＣＹＰ９０Ｂ３がと

もにＣ-22位水酸化酵素であることを明らかにした。

　Ｏ ＣＹＰ７３４Ａ７は活性型ＢＲであるブラシノライドおよびカスタステロンのＣ-26位水酸化酵素であり，ＢＲ不活性化に

とって重要な酵素であることを明らかにした。
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　以上のように，本論文はＢＲの生合成・代謝に関わる９種のP450遺伝子を単離・同定し，そのP450酵素の活性（基質，

代謝物，酵素反応速度）を解析することにより，ＢＲの生合成および代謝について遺伝子，酵素，化合物の３つの側面から

分子レペルで解明したものである。その結果は，ＢＲの生理機能の解明や農業分野への応用に役立つことを示唆している。

これらの点で本論文は，植物生理学，植物生化学，ならびに酵素化学に寄与するところが大きい。

　よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。

　なお，平成18年４月13日，論文ならびにそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学

力が十分にあるものと認めた。
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