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１．はじめに	
 

	
 植物界に広く分布するフラボノイドは非常に多様な構造を持つが，これらはいずれもフェニル

プロパノイド (C6-C3) 由来のCoA エステルにマロニルCoA由来のC2 単位が縮合・閉環したカ
ルコンより生合成される(Ayabe et al. 2010)。フラボノイドには色素成分や紫外光からの防御物質
として働くものが知られている。また多くのマメ科植物では，エリシターに応答して特徴的なイ

ソフラボノイド型ファイトアレキシンの生合成系が活性化する。マメ科ではプテロカルパンやイ

ソフラバン型の骨格を持つイソフラボノイドの多くが病原微生物からの防御に重要な役割を果

たす一方，ダイズなどでは一部のイソフラボノイド（イソフラボン）が根粒細菌と共生して窒素

固定を行う際の根粒細菌の遺伝子発

現を誘導するシグナル物質となるこ

とも知られている (Dewick 1993)。 
	
 イソフラボノイドはフラボノイド

のB環アリール基が2位から3位へ転位
した特有の構造を持つ（図1）。マメ科
のイソフラボノイドは他生物とのコ

ミュニケーションに重要な役割を果

たすことから，生合成研究はこれまで

マメ科を材料にして行われてきた。こ

こ20年ほどの研究により，一般的なフ
ラボノイドから代表的なファイトア

レキシンの骨格をつくる生合成酵素

遺伝子がほぼ同定された(Ayabe et al. 
2010)。特にモデル植物ミヤコグサ
(Lotus japonicus)では，イソフラバン型

	
 図 1	
 植物におけるイソフラボノイドの分布。 
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ファイトアレキシン(vestitol)の生合成酵素遺伝子について，重複した遺伝子族ほぼすべてに至る
網羅的な解析がなされた (Shimada et al. 2007)。これら生合成遺伝子の多くは，酵素精製とアミノ
酸配列情報に基づくクローニングや，あらかじめタンパク質の種類がわかっている場合はコンセ

ンサス配列に基づくPCRと異種細胞系での機能解析により同定されている（青木	
 2009）。私た
ちは塩基・アミノ酸配列情報を必要とせず，酵素活性を指標にして目的酵素を持つクローンを単

離する「機能発現スクリーニング法」を最近用いている (Akashi et al. 2003 and 2005a)。この手法
は植物cDNAを大腸菌や酵母などの異種細胞系で発現させ，目的の酵素活性を持つクローンを生
化学的アッセイで取得し，原因遺伝子を同定するもので新規の遺伝子を取得する際に特に有効で

ある。 
	
 本稿では，非マメ科植物でのイソフラボノイド生合成を取り上げ生合成系の分子進化を考察す

るとともに，マメ科のイソフラボノイドの修飾に関わる多様なプレニル転移酵素について紹介し

たい。 
 

２．単子葉アヤメ属植物のイソフラボノイド生合成機構	
 

	
 イソフラボノイドの約90%は双子葉のマメ科植物に存在するが，マメ科以外でもコケ植物，裸
子植物，被子植物で存在が確認されている(Dewick 1993, Mackova et al. 2006, Reynaud et al. 2005)
（図1）。マメ科以外では特定の分類群に偏ることは少なく，散在的に分布している。しかし単子
葉のアヤメ科アヤメ属(Iris)植物はマメ科に次いでイソフラボノイドを蓄積することが知られ，こ
れまでに20種以上の植物で存在が確認されている。 
	
 イソフラボノイドの骨格は，イソフラボノイド合成酵素(IFS)によるアリール基転位を伴うヒド
ロキシル化反応によりフラバノンよりつくられるが，この反応はマメ科ではCYP93Cサブファミ
リーのシトクロムP450 (P450)が担う(綾部・明石 2006, Ayabe and Akashi 2006)（図2）。イソフラボ
ンは引き続くカルボキシルエステラーゼ様の脱水酵素による反応で2-ヒドロキシイソフラバノ
ンよりつくられる (Akashi et al. 2005a)。なぜイソフラボノイドは限られた植物に存在するのであ
ろうか？	
 私たちは，系統的に離れた植物が生産するイソフラボノイドの生合成機構を解析し，

植物の系統進化と特異な二次代謝系の成立についての知見を得る目的でアヤメ属植物のIFS 
cDNAの同定を試みた。	
  
 イソフラボン配糖体を高蓄積するアヤメ属ジャーマンアイリス(Iris germanica)の培養不定根を
誘導し(Akashi et al. 2005b)，cDNAライブラリーを作成した。酵母発現系を用いた機能発現スクリ

	
 	
 	
 	
 	
 図 2	
 マメ科植物でのイソフラボン生合成。IFS, イソフラボノイド合成酵素;  
	
 	
 	
 	
 	
 HID, 2-ヒドロキシイソフラバノン脱水酵素。 
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ーニングによりイソフラボノイド生成活性を示す

シングルクローンを同定した。得られたクローンが

コードするタンパク質(Iris-IFS)はP450であったが，
既知のマメ科のIFS (CYP93Cサブファミリー)とは
分子系統的に離れた位置に存在し，互いのアミノ酸

配列の同一性は35％程度しかなかった（図3）。単
子葉類と真正双子葉類の分岐年代は約1億5000万年
前と推定されている。アヤメ属のIFSを含むフェニ
ルプロパノイド・フラボノイド系P450の分子系統樹
を作成し，各P450の分岐年代を推定すると，アヤメ
属とマメ科のIFSは3億年以上前にすでに分岐して
いたことが推測された。おそらくアヤメ属とマメ科

のIFSは，収斂により祖先型P450から異なる進化を
遂げて同じイソフラボノイド生合成機能を持つよ

うになったと推測される。 
 さて IFS タンパク質が触媒する珍しい転位反応はどう行われているのだろうか？	
 マメ科 IFS
による反応では，2-ヒドロキシイソフラバノンとともに副生成物の 3-ヒドロキシフラバノンを生
成する。その反応は，基質フラバノンの 3位の水素がはじめに引き抜かれてラジカルが生じ，そ
の後アリール基の転位と 2位のヒドロキシル化がおこると考えられている (Hashim et al. 1990)。
副生成物の 3-ヒドロキシフラバノン（3位の水素が引き抜かれた後に同じ位置にヒドロキシル基
が導入されて生成する）の存在が，上記の反応機構の証拠の一つとなっている。Iris-IFS を発現
した組換え酵母ミクロソームを用いてアッセイを行うと，NADPH 存在下でフラバノン
（naringenin）から 2-ヒドロキシイソフラバノンとともに少量の 3-ヒドロキシフラバノンおよび
フラボンを生成した（図 4）。3-ヒドロキシフラバノンの生成は，マメ科 IFSと同じ機構で反応が
行われていることを示唆している。マメ科の IFSではホモロジーモデリングと部位特異的変異導
入により，反応に必須な鍵ア

ミノ酸残基が同定されている

(Sawada et al. 2002, Sawada and 

Ayabe 2005)。しかしこれらの
アミノ酸残基は Iris-IFS では
保存されていなかった。

Iris-IFS では異なる残基が反
応に関わっていると予想され，

今後変異導入などにより明ら

かにしたい。 
	
 ダイズのイソフラボンは疾

病の予防，改善につながるフ

ァイトエストロジェンとして

図 3	
 フェニルプロパノイド・フラボノイド生

合成系 P450の分子系統樹。系統樹はClastalW
を用い近隣結合法で作成した。 

     図4	
  Iris-IFS発現組換え酵母ミクロソームを用いたアッセイ。 
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注目されている。IFSを用いれば本来イソフラボンを蓄積しない植物でも生産できることが期待
される。実際にそのような試みがなされているが，これまでのところ組換え植物でのイソフラボ

ン生産量は必ずしも高くない。Iris-IFSはマメ科 IFSと比較すると in vitroで約 20倍高い活性を示
した。高いイソフラボノイド生産能を示す Iris-IFSは，植物のメタボリックエンジニアリングに
有用であると考えられ，現在組換え植物でのイソフラボン生産を試みている。 
	
 ジャーマンアイリス培養不定根は，高度に修飾されたイソフラボンを蓄積する。その生合成に

は酸化酵素，O-メチル基転移酵素，糖転移酵素の関与が想定される。アヤメ属植物のイソフラボ
ノイド代謝系の酵素はマメ科のものとは独自に進化してきたと推測され，IFS以外のフラボノイ
ド系酵素タンパク質も既知の酵素とは異なるユニークな構造を持っている可能性がある。現在ジ

ャーマンアイリス不定根の EST 解析を進めており，これらの配列情報の利用や機能発現スクリ
ーニング法により，生合成酵素遺伝子の同定を行う予定である。 
 

３．ダイズのファイトアレキシン生合成に関わるプレニル基転移酵素	
 

	
 Glyceollinは，プテロカルパン骨格に C5イソプレン単位が付加し，環状エーテルを形成したダ
イズの主要なファイトアレキシンである（図 5）。Glyceollinはプレニル基の付加位置とその後の
環化様式の違いから，3種類の異性体(glyceollin I, II, III)が存在する。その生合成系の酵素遺伝子
の多くはすでに同定されたが，経路後半のダイズ特有の反応を担う酵素については遺伝子レベル

の知見はなかった。特にプテロカルパン(glycinol)の 2位と 4位にプレニル基を転移する酵素は，
1980 年代に活性が検出され，glyceollin 生合成酵素の中で唯一色素体に局在すると示唆されてい
るが，実体は不明であった。 
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図 5	
  ダイズのグリセオリンの生合成経路。 
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 筆者らはプテロカルパンへのプレニル基転移反応がトコフェロール合成系の homogentisate 
phytyltransferase (HPT)と反応が類似していることから，HPTアミノ酸配列をもとにダイズ ESTデ
ータベースを検索し，50％以上の同一性を示す 3つの候補配列（PT1, PT2, PT3）を選抜した。こ
のうち PT2はダイズ疫病菌が感染した細胞の ESTライブラリーで強く発現しており，酵母発現
系を用いた機能解析により glyceollin I の生合成に関わる(-)-glycinol 4-dimethylallyltransferase
（G4DT）であることがわかった(Akashi et al. 2009)。その後ダイズのゲノム配列が明らかにされ
たことからデータベースを再度検索し，新たに 3つのホモログ(PT4, PT5, PT6)を見いだした。そ
れぞれを酵母で発現させて機能解析を行うと，PT6は glyceollin II, IIIの生合成に関わる(-)-glycinol 
2-dimethylallyltransferase（G2DT）であることがわかった。また PT4, PT5はそれぞれイソフラボ
ノイドのクメステロール及びイソフラボンをプレニルのアクセプターにすることがわかった。 
	
 マメ科のクララ(Sophora flavescens)からはフラバノンの 8位にプレニル基を転移する酵素遺伝
子(SfN8DT-1, SfN8DT-2)が同定されている(Sasaki et al. 2008)。系統樹上では PT2, PT3, PT4, PT5, 
PT6は SfN8DTとは別のクレードに属している。ダイズでは進化の過程でイソフラボノイドを基
質にするプレニル基転移酵素が生じ，多様な機能を持つようになったと想定される。アクセプタ

ーの構造を決めるタンパク質構造に興味が持たれ，今後各配列の比較や変異導入により明らかに

したい。 
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