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　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　植物は，糸状菌，細菌，ウイルスによる感染をはじめとする様々なストレスに常にさらされている。植物は，これらのス

トレスに対して種々の抵抗反応を誘導することが知られ，その一つに抗菌活性や抗酸化活性を持つ二次代謝産物の蓄積誘導

がある。クマリン類縁体はそのような二次代謝産物の一つで，植物の病害抵抗性に関与していると考えられている。クマリ

ン類縁体は，植物体内ではフェニルプロパノイド経路由来の桂皮酸類を前駆体として，水酸化やメチル化などの修飾を経て

生合成される。クマリン骨格はベンゼン環とラクトンからなり，ラクトンは桂皮酸類のオルト位が水酸化されたのち，シス

ートランス異性化，ラクトン化により形成すると推定されている。特に，桂皮酸類のオルト位水酸化反応は不可逆的であり，

フェニルプロパノイド経路からクマリン骨格を生成する経路への分岐点となるため，クマリン類縁体の生合成経路を解明す

る上で鍵となる重要なステップである。しかしながら，オルト位水酸化反応をはじめとする一連のクマリン生合成反応に関

わる酵素および遺伝子は，植物から未だ単離されていない。このため，それぞれの反応がどのような中間体を基質として進

行し，最終的にクマリン類縁体を与えるのか，つまり，桂皮酸からクマリン類縁体へ至る生合成経路は依然として不明のま

まである。

　本論文は，植物材料にモデル植物であるシロイヌナズナを用いて，鍵酵素である桂皮酸類のオルト位水酸化酵素および一

連の生合成酵素の遺伝子を単離同定し，各酵素反応の基質特異性の解析結果から生合成経路の全貌を明らかにしたものであ

り，その内容は以下のようにまとめられる。

　１）種々のデータベースやＴ-ＤＮＡ挿入変異株が利用できるシロイヌナズナしひａｈｉｄｏｐｓiｓ tｈａｌｉａｎａ）を用いて,HPLC

一蛍光検出器によりクマリン類縁体を定量しかところ，スコポレチンのβ－グルコシドであるスコポリンが根において非常

に高いレペルで蓄積していることを見出した。一方，地上部では通常，根の１％程度の含量でしか蓄積されていないが，2，

4-Ｄ処理および，植物病原菌処理によりスコポリンの蓄積が誘導されることが明らかとなった。

　２）フェニルプロパノイド経路由来の主要代謝物であるリグニンの生合成において，桂皮酸類のｙ一位水酸化反応を触媒

するがクマル酸エステルｙ一位水酸化酵素（ＣｙＨ）に着目し，本遺伝子のスコポレチンおよびスコポリン生合成への関与

を調べた。C3fl=j’遺伝子のＴ-ＤＮＡ挿入変異株中のクマリン類縁体を分析したところ，Ｃ＆l=j’変異株ではスコポレチンお

よびスコポリンは野生株の約５％に減少していることから，スコポレチンおよびスコポリンの生合成はＣ＆Ｈ＼こ強く依存

していることが明らかとなった。

　３）リグニン生合成において桂皮酸類の3≒位水酸基のメチル化反応を触媒するメチル化酵素（ＣＣＯＡＯＭＴ）７種のうち，

根において発現量が最も多いＣｏＡＯＭＴｌに着目し，ＣＣｏＡＯＭＴｌ遺伝子のＴ-ＤＮＡ挿入変異株のスコポレチン，スコポ

リン内生量を分析したところ，野性株の約15％に減少していることからスコポレチンの生合成は，ＣＣｏＡＯＭＴｌ　＼こ強く依

存していることが明らかとなった。

　４）大腸菌で発現させたＣＣｏＡＯＭＴｌの組換えメチル化酵素を用いて，基質特異性を調べたところ，カフェー酸CoA
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エステルに対して高い選択性を示したが，カフェー酸およびエスクレチンはよい基質ではなかった。このことからスコポレ

チンの6一位メトキシ基の導入は，桂皮酸類のラクトン化の前であり，鍵酵素である桂皮酸類のオルト位水酸化反応は，カ

フェー酸ＣＯＡエステルの3≒位メチル化反応の直後に位置すると予想した。

　５）スコポレチンヘの1802取り込み実験を行なったところ，クマリン骨格の１位に180が導入されたことから，オルト

位の水酸化は分子状酸素を利用する酸素添加酵素により触媒されると推定した。公開されている各種アレイデータベースを

もとにＣＣｏＡＯＭＴｌ遺伝子の発現様式と強い相関を示し，根で特異的に発現している酸素添加酵素遺伝子をオルト位水酸

化酵素の候補遺伝子として全ゲノム遺伝子から選抜した。

　Ｏオルト位水酸化酵素の候補遺伝子のＴ-ＤＮＡ挿入変異株におけるスコポレチンおよびスコポリンを定量し，野生株

に比べて内生量が大きく減少した変異株をスクリーニングしたところ，スコポリンの内生量が野生株の約0.5％に減少して

いる2－オキングルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ遺伝子の変異株を見出した。 ＲＴ-ＰＣＲで確認したところ，この遺伝子の

発現部位，発現様式はスコポレチンおよびスコポリンの蓄積パターンと一致したことから，本遺伝子はスコポレチンの生合

成に深く関与していることが明らかとなった。

　７）大腸菌を用いてオルト位水酸化酵素候補遺伝子の組換え酵素を作製し，ＣＣＯＡＯＭＴ１の反応生成物であるフェルラ

酸ＣＯＡエステルを基質として酵素活性を検討したところ，オルト位（6≒位）が水酸化された反応生成物を確認した。さ

らに　フェルラ酸およびそのキナ酸エステルを基質として用いたが，よい基質とはならなかった。また，桂皮酸類のCoA

エステルに対する基質特異性を調べたところ，フェルラ酸ＣＯＡエステルを特異的に水酸化することが明らかとなった。こ

のことからクマリン類縁体の生合成における桂皮酸類のオルト位水酸化は，2－オキングルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ

(feruloyl CoA ６しhｙdｒｏｘｙlasｅ,F6TI）により触媒され，ＣＯＡエステルを基質とすることが明らかとなった。

　８）シロイヌナズナの112個のグルコシルトランスフェラーゼ（ＵＧＴ）について，遺伝子発現量を部位別に示したデータ

ベース（MPSS）およびＵＧＴ触媒活性を網羅的に解析した報告をもとに，スコポレチン配糖化酵素の候補遺伝子を絞り込

んだ。候補遺伝子のＴ-ＤＮＡ挿入変異株におけるスコポリンを定量した結果，根において強く発現しているＵＧＴの一つ

であるＵＧＴ７１Ｃ１の欠損変異株では，スコポリン蓄積量が野生株の約35％に減少していることを見出した。さらに本遺伝

子の組換え酵素を用いて酵素活性を検討したところ，スコポレチンに対する選択的なグルコース転移活性を確認した。これ

らのことから，シロイヌナズナ根においてはＵＧＴ７１Ｃ１がスコポレチンを配糖化する主たる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，植物二次代謝産物クマリン類縁体の生合成において鍵となる桂皮酸類のオルト位水酸化酵素を中心に，クマリ

ン類縁体生合成酵素を初めて明らかにしたものである。桂皮酸類のオルト位水酸化は，フェニルプロパノイド経路からクマ

リン類縁体特異的な経路への分岐を不可逆的に触媒する重要なステップであることから，本研究は，不明な点が多く残され

ているクマリン類縁体の植物体内における生理作用を解明する上で重要な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）クマリン類縁体スコポレチンのβ－グルコシドであるスコポリンがシロイヌナズナの根に高いレペルで蓄積している

ことを示した。

　２）スコポレチンの6一位メトキシ基は，リグニンの生合成酵素である桂皮酸類ｙ一位水酸化酵素（ＣｙＨ）および3’一位

水酸基メチル化酵素（ＣＣＯＡＯＭＴ１）により形成されることを明らかにした。

　３）クマリン骨格の形成が6一位メトキシ基の形成よりも後であること，すなわち桂皮酸類のオルト位水酸化酵素が

ＣＣＯＡＯＭＴ１よりも下流であることを示した。

　４）スコポレチンの生合成が，1802取り込み実験および公開されている各種アレイデータベースから推定した，桂皮酸

類のオルト位水酸化酵素候補遺伝子である，2－オキングルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ（２０ＧＤ）に強く依存すること

を示した。

　５）オルト位水酸化酵素候補である２０ＧＤが，フェルラ酸のＣＯＡエステルのオルト位（6し位）を特異的に水酸化する
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ことを生化学的に証明した。

　6 ) UGT71C1がスコポレチンを配糖化する主たる酵素であることを示した。

　以上のように，本論文はモデル植物であるシロイヌナズナにクマリン類縁体が蓄積していることを足掛かりにし，公開さ

れている各種アレイデータベースやＴ-ＤＮＡ挿入変異株を利用してクマリン類縁体生合成において鍵酵素となる桂皮酸類

のオルト位水酸化酵素を同定し，その機能を生化学的に明らかにした。クマリン類縁体生合成酵素を同定することにより，

古くから放射性同位体標識化合物の取り込み実験のみから推定されてきた生合成経路の全貌を確かなものとすることができ

た。これらの点で本論文は，天然物化学，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19年２月８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

力が十分あるものと認めた。
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