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論  文  内  容  の  要  旨  

天然に数多く存在する有機化合物の中において，炭素数5のイソプレンを基本構造単位とするイソプレノイドは，ステロ  

イドホルモン，色素，生体膜の構成成分等として生命活動に広く関与し，その複雑な化学構造や様々な生理活性から，最も  

多様な天然有機化合物の一群を形成しているとされる。イソプレノイド生合成において，その構造多様性を担っているのが  

プレニルトランスフエラーゼと呼ばれる一群の酵素である。中でもプレニル基を芳香族中間体に転移する酵素である芳香族  

基質プレニルトランスフエラーゼのグループは，光合成に必須なクロロフィルヤプラストキノン，ミトコンドリアでの電子  

伝達に必須なユビキノン，あるいはどタミンEなど，生命活動において重要な役割を果たす生体成分の生合成上，鍵とな  

る酵素反応を担っている。また，植物の二次代謝産物には，プレニルフラボノイド類，プレニルクマリン類あるいはナフト  

キノン類など芳香族中間体がプレニル化されて生成するものが多数挙げられ，本反応は二次代謝産物の構造や生理活性の多  

様性に対しても大きな寄与を果たしている。本研究では，この酵素ファミリーの中でも膜タンパク質である♪－ヒドロキシ  

安息香酸プレニルトランスフエラーゼ（PPT）サブファミリーを対象として，その生理学的役割，酵素化学的性質を明ら  

かにするとともに，有用化合物であるエビキノンー10の代謝工学に応用し，膜結合型プレニルトランスフエラーゼを用いた  

植物代謝工学の基盤を築くことを目的とした。得られた成果の概要は以下の通りである。  

（1）モデル植物であるシロイヌナズナ並びにイネからユビキノン生合成上の鍵反応を担うPPT遺伝子をクローニングし，生  

化学的な解析を行い，高等植物のエビキノン生合成に関する基礎知見を得た。シロイヌナズナ及びイネのPPTの発現は，  

酵母エビキノン生合成PPT欠損株のユビキノン生合成能力を相補すること，及び組換え酵素の生化学的性質（だ椚，二価  

カチオン要求性）は植物種を超えてよく保存されていること，また緑色蛍光タンパク質（GFP）との融合タンパク質の一  

過的発現実験から，その細胞内局在部位はミトコンドリアであることを明らかにした。  

（2）高等植物の二次代謝に関わるPPTとして最初にcDNAがクローニングされたLePGTをモデルとして，その基質認識機  

構及び酵素反応メカニズムに関する詳細な解析を行った。部位特異的変異導入酵素の生化学的解析により，極めて保存性の  

高い4つのアスパラギン酸（D87，D91，D208，D212）が酵素活性において中心的な役割を果たしていること，N末端側  

の親水性ループ中のR76，N83，R96などが芳香族基質であるP－ヒドロキシ安息香酸との結合に，C末端側の親水性ルー  

プのS219，K229がプレニル基質であるゲラニルニリン酸との結合にとって重要な役割を果たしていることを解明した。こ  

れら以外の高保存性のアミノ酸をアラニンに置換した場合，定例には大きな変化が見られないものの，全ての変異体でタン  

パク質当りの酵素活性値が減少した。この結果から，これら高保存性のアミノ酸は反応活性中心の形成に重要な役割を果た  

していることが推察された。  

（3）実用的な物質生産に向けた代謝工学のモデルとして，膜結合性酵素の遺伝子を利用するに先立ち，まず可溶性のプレニル  

トランスフエラーゼであるリモネン合成酵素（LS）を用いて，生合成酵素の細胞内局在部位のエンジニアリングが物質の  

生産性にどのような影響を与えるか調べた。植物細胞は，プラスチド内に非メバロン酸経路を，細胞質にはメバロン酸経路  
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を有しており，モノテルペノイドは通常前者によって生合成される。元来リモネンを生産しないタバコをホストとして，そ  

のプラスチド，あるいは細胞質にLSを局在させたところ，いずれの場合においても，形質転換タバコは新規にリモネンを  

生産した。このことから，外来タンパク質の発現により，どちらのコンパートメントにおいても，プレニルニリン酸のf乃  

γ∠γ0での利用が可能であることが示された。 しかし，そのリモネン蓄積性には相違がみられ，細胞質型の方が生産したリ  

モネンのうち，比率としてより多くを（色素体型の6倍）を空気中に放出していた。次いで，膜結合塑のPPTである酵母  

のエビキノン生合成酵素（COQ2遺伝子）を用いて，高等植物におけるユビキノンの代謝工学を試みるとともに，エビキ  

ノン高蓄積植物の酸化ストレス抵抗性についての解析を行った。ホスト植物をタバコとし，COQ2を本来の局在部位とさ  

れるミトコンドリアと，非天然型の小胞体に強制発現させたところ，形質転換タバコの内在性ユビキノンー10含量が，最大  

で野生型の6倍にまで増加した。さらにCOQ2の高発現によってエビキノンー10含量を増加させたタバコは，メチルビオ  

ロゲンや塩に対する抵抗性が明確に向上することを見出した。この形質転換タバコでは，内在の活性酸素種の蓄積量が野生  

型に比べ半分以下に減少していた。これらの結果より，エビキノンが高等植物の酸化ストレス回避に重要な寄与をしている  

ことを初めて明らかとした。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

膜結合型の芳香族基質プレニルトランスフエラーゼは，光合成に必須なクロロフィルヤプラストキノン，ミトコンドリア  

での電子伝達に必須なユビキノン，あるいはどタミンEなど，生命活動において重要な役割を果たす生体成分の生合成上，  

鍵となる酵素反応を担っている。加えて植物の二次代謝産物には，プレニルフラボノイド類，プレニルクマリン類あるいは  

ナフトキノン類など芳香族中間体がプレニル化されて生成するものが多数挙げられ，本反応は二次代謝産物の構造や生理活  

性の多様性に対しても大きな寄与を果たしている。本論文では，膜結合型の芳香族基質プレニルトランスフエラーゼである  

PPTの酵素化学的性質，生理学的役割に関する基礎知見を得るとともに，植物代謝工学への応用を行っている。   

本論文で評価すべき主要な点は以下の通りである。  

（1）高等植物においてこれまで全く明らかにされていなかった，ユビキノン生合成経路上の鍵酵素PPTの遺伝子をシロイヌ  

ナズナ及びイネから初めてクローニングし，酵母発現系により得られた組換えタンパク質を用いてその生化学的諸性質を明  

らかにした。  

（2）高等植物の二次代謝に関わる膜結合型PPTとして最初にcDNAがクローニングされたLePGTをモデルとし，その基質  

認識機構及び酵素反応メカニズムに関する詳細な解析を行った。部位特異的変異導入酵素の生化学的解析により，極めて保  

存性の高い4つのアスパラギン酸（D87，D91，D208，D212）が酵素活性において中心的な役割を果たしていること，N  

末端例の親水性ループ中のR76，N83，R96などが芳香族基質であるクーヒドロキシ安息香酸との結合に，C末端側の親水  

性ループのS219，K229がプレニル基質であるゲラニルニリン酸との結合において重要な役割を果たしていることを解明し  

た。  

（3）可溶性プレニルトランスフエラーゼであるリモネン合成酵素を用いて，酵素の細胞内局在部位のエンジニアリングが有用  

物質の生産，蓄積性に大きな影響を与えることを実証した。次いで，膜結合型であるユビキノン生合成酵素，PPTの酵母  

遺伝子COQ2を用いて，エビキノン高蓄積植物を作出するとともに，本物質が高等植物の酸化ストレスの耐性に重要な役  

割を果たしていることを初めて明らかにした。   

以上のように本論文は，膜結合型プレニルトランスフエラーゼの生化学的性質を明らかにし，その基質認識並びに反応機  

構の解明に向けた基礎的知見を得た上で，さらに有用化合物であるエビキノンー10の代謝工学により，植物におけるエビキ  

ノンー10の生理学的役割についての新規な知見を得たもので，植物生理学，酵素化学及び植物代謝工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2月13日，論文並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  

が十分あるものと認めた。  
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