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アントシアニン生合成系を中心とした薬用植物二次代謝の多様性の解明と

トランスジェニック植物への分子生物学的展開
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A molecular biological approach was applied to the study of diversity and regulation of secondary metabolism in
medicinal plants at various levels. For the inter-species diversity, RFLP (restriction fragment length polymorphysm)
and RAPD (random ampliˆed polymorphic DNA) analyses of genomic DNA were performed on the plants, belonging
to the same genus or family and containing related compounds. Phylogenetic trees of lupin alkaloid containing plants
and other medicinal plants, based on RFLP and/or RAPD proˆles, showed the relationship between the diversities in ge-
nomes and secondary metabolisms. The chemotypes regarding anthocyanin production in Perilla frutescens var. crispa,
were subjected to the study on intra-species diversity. The structural genes and the regulatory genes involved in anthoc-
yanin biosynthesis were isolated and their expression in red and green forms was determined by Northern blot analysis.
The expression of all structural genes examined was co-ordinately regulated in form-speciˆc manner and by light illumi-
nation. The anthocyanin production was enhanced in transgenic plants over-expressing Myc homologue genes from
perilla. These results suggested that a protein complex including bHLH factors might regulate the expression of a series
of structural genes. Additionally, cDNAs coding anthocyanin 5Oglucosyltransferase and anthocyanidin synthase were
isolated and characterized using recombinant proteins for the ˆrst time. In conclusion, it was indicated that the molecu-
lar biological techniques are powerful tools for the investigation of diversity and regulation of and for the genetic en-
gineering of secondary metabolism in medicinal plants.
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1. はじめに

植物は，我々人類が最も古くから利用してきた重

要な薬用資源であり，その多様な二次代謝により多

くの有用物質が生産される．これらの植物二次代謝

に関してこれまでに，化合物・細胞組織・種あるい

は変種レベルでの多様性に関する厖大な記述的情報

が蓄積されてきた．しかしながら従来の薬用資源研

究は，成分化学や形態による系統分類，新規化合物

探索等が主流であり，どちらかというと天然資源に

対して記述的あるいは受動的な立場をとっていた．

一方，近年著しく発展した分子生物学は生物全般に

共通な「普遍性」を明らかにし，これにより生物に

おける複雑な事象のメカニズムが次々と解明されて

きた．そこで，従来の薬用資源研究で明らかにされ

てきた植物二次代謝の「多様性」について生物普遍

原理に基づく分子生物学的手法によって根本的に理

解し，その知見を新しい薬用資源の生物工学的創出

に応用することを着想した．すなわち，従来の伝統

的な植物学や生薬学と新興の植物分子生物学の融合

による新分野の開拓を目指した．

2. 成分変異と分子遺伝学的系統解析

人々は，植物を識別して利用する立場から形態観

察による種の識別や同定を行い，さらに含有成分に

基づく化学的確認試験によるケモタキソノミーを行

ってきた．このようにして分類と成分の関係につい

て様々な情報が重ねられてきたが，近年分子生物学

が発展するまではこれらを大局的に結ぶ法則性はな

かった．現在では，様々な生物種について分子系統
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Fig. 1. Phylogenetic Tree Based on RFLP Proˆles and Alkaloid Production in Species Containing Lupin Alkaloid
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分類が行われており，生物である植物の識別，鑑定

及び系統解析にはゲノムそのものを用いるのが最も

決定的であると考えられている．さらに二次代謝の

多様性はゲノム上の変異を反映していると考えられ，

DNAの変異を調べることによって二次代謝の進化

や多様化を解明する鍵となることが期待された．そ

こで種間で成分変異のみられる関連植物種において

ゲノム DNAの RFLP (restriction fragment length

polymorphysm）及び RAPD (random ampliˆed

polymorphic DNA）を用いた分子系統解析を行い，

二次代謝パターンとの比較を行った．

ルピンアルカロイドは，キノリチジン骨格を有す

る一連のアルカロイドで主にマメ科植物に含有され

る．漢薬「苦参」の主成分マトリンもルピンアルカ

ロイドの 1 つである．この苦参の基原植物である

Sophora ‰avescens var. angustifolia（クララ）をは

じめ，Sophora属，Lupinus属，Baptisia属，Ther-

mopsis 属，Cytisus 属の 5 属 13 種のルピンアルカ

ロイド含有植物についてゲノム DNA の RFLP 解

析を行い，含有アルカロイドのパターンと比較し

た．1,2)その結果，RFLPパターンから推測される遺

伝的相異度に基づいて作成された分子系統樹は，含

有アルカロイドの炭素骨格型に基づく化学系統分類

の結果と一致した（Fig. 1）．特に，4環性スパルテ

イン骨格の 7 位，9 位の立体配置に関して，（7R,

9R）型アルカロイド含有種と（7S, 9S）型アルカ

ロイド含有種が進化過程において比較的初期に種分

化したことが示唆された．また，これらの植物のう

ち，Lupinus albusや L. luteusは食料や飼料として

利用され育種がすすんでいることから，アルカロイ

ド含有量が著しく低くなった sweet系品種が存在す

る．これらをアルカロイドを含有する bitter系品種

と比較し，種内成分変異に関する分子生物学的解析

にも着手した．3)

また，我が国において最も大量に使用される重要

生薬である「甘草」の基原植物であるマメ科の

Glycyrrhiza 属植物とその近縁種について，ゲノム

DNA の RFLP 分析及び RAPD 分析による系統解

析を行った．4,5)その結果，種間の DNA多型から推

測される遺伝的相異度から系統樹を作成すると，有

効成分グリチルリチンを高濃度で含有する G. ura-

lensis, G. glabla, G. in‰ataが，グリチルリチン非含

有の G. echinataや G. palidi‰oraと比べると遺伝的

に近い分類クラスターを形成することが示された

（Fig. 2）．この結果は，rbcL（リブロース 2リン酸

脱炭酸酵素）遺伝子の塩基配列による分子系統解析

の結果6)ともよく一致した．さらに，乾燥生薬「甘

草」の RAPD 分析を行い，市場品生薬の DNA 鑑

定の可能性が示された．5)また，この他に生薬「当

帰」の基原植物を含むセリ科 Angerlica属植物等に
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Fig. 2. Phylogenetic Tree Based on RAPD in Glycyrrhiza
Plants
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ついても RAPD分析による分子遺伝学的系統解析

を行った．7,8)このような植物分子遺伝学的系統解析

の方法は今後，識別，鑑定，系統分類の決定的な方

法として薬用資源植物に応用されると考えられる．

3. アントシアニン成分変種における構造遺伝子

と転写制御因子

31. アントシアニン生合成に関与する構造遺伝

子の単離と発現解析 さらに，成分変異を決定づ

ける二次代謝の制御に関与する遺伝因子を明らかに

する系を構築することを目的として，同一種であり

ながら二次代謝パターンのみが異なるいわゆる「成

分変種」について，種内変異に関する分子遺伝学的

解析を行った．シソ（Perilla frutescens var. crispa）

は，生薬「蘇葉」として古くから薬用に，食品及び

食品の着色に多く用いられてきた．この種には多く

の品種があり，アントシアニン色素を生産するいわ

ゆる「アカジソ」と生産しない「アオジソ」が存在

する．アカジソの葉及び茎の表皮細胞の液胞には，

マロニルシソニン（Fig. 3）が主なアントシアニン

として蓄積されるのに対してアオジソでは蓄積され

ていない．この形質については既に古典的遺伝解析

が行われ，葉の表と裏，茎の表皮細胞におけるアン

トシアニン生合成の発現に少なくとも 3つの遺伝子

座が関与することが明らかにされている．9)また，

アカジソとアオジソの間で RAPD によるゲノム

DNAのフィンガープリンティングを行うと 99.5％

以上の増幅断片は同一であることから，アカジソと

アオジソのゲノム DNAにおける変異は小さいこと

が示唆された．10)このようにバックグラウンドの遺

伝的差異が小さい成分変種は，分子生物学的手法に

よる系統特異的遺伝子クローニングの材料として適

していると考えられる．そこでアカジソ特異的に発

現するアントシアニン生合成遺伝子のクローニング

と解析を行った．遺伝子クローニングのストラテ

ジーとして，既知遺伝子についてはヘテロプローブ

や PCRプローブを用いた cDNAライブラリーのス

クリーニングを行い，その他にアカジソとアオジソ

の間での mRNAディファレンシャルディスプレイ

法により新規遺伝子を単離した．その結果，アント

シアニン生合成経路の各段階を触媒する酵素，

CHS（カルコン合成酵素），F3H（フラバノン 3水

酸化酵素），DFR（ジヒドロフラボノール還元酵素），

ANS（アントシアニジン合成酵素），3GT（アント

シアニジン 3Oグルコシル転移酵素），5GT（アン

トシアニン 5Oグルコシル転移酵素），をそれぞ

れコードする構造遺伝子 cDNAを得た．11,12)これら

の遺伝子と F3′H（フラボノイド 3′水酸化酵素遺伝

子)13)及び AAT（アントシアニンアシル転移酵素遺

伝子)14)のサザンハイブリダイゼーションの結果か

ら，これらの構造遺伝子はゲノム上で小さなマルチ

ジーンファミリーを形成し，CHS 遺伝子は 3 コ

ピー以上が，他の遺伝子は 2コピーずつがアカジソ

とアオジソのゲノム DNAに存在することが示され

た．さらに，CHS遺伝子を除くすべての構造遺伝

子がアカジソ葉で発現し，アオジソ葉では発現して

いないことが示された（Fig. 4）．CHS遺伝子は，

アオジソ葉においてもアカジソ葉の 10％程度の

mRNAが蓄積されていた．さらに，アカジソを暗

所で育成するとアントシアニン含有量とアントシア

ニン生合成遺伝子の mRNA 量がともに減少する

が，これに強い白色光を照射するとすべての構造遺

伝子発現が協調的に誘導された（Fig. 5）．これら

の結果から，これらの構造遺伝子の発現は系統特異

的に協調的な発現調節を受けていることが示され，

シソ成分変種では少数の制御遺伝子が一連のアント

シアニン生合成遺伝子の発現を統合的に制御し，そ

のことがアカジソとアオジソというアントシアニン

成分変種を決定しているという重要な結論を得た．

32. アントシアニン生合成を制御する転写制御

因子の単離と解析 これまでにキンギョソウ，ペ

チュニア，トウモロコシ等で Myc 様遺伝子及び

Myb様遺伝子がマスター遺伝子としてアントシア

ニン生合成を制御することが明らかにされており，

シソにおいても同様の転写制御因子がアントシアニ

ン生合成制御に関与することが推定された．そこ

で，アカジソ及びアオジソから転写制御因子 Myc,
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Fig. 3. Biosynthetic Pathway of Anthocyanin in P. frutescens var. crispa
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Myb様遺伝子を単離し解析した．まず，キンギョ

ソウの Myc 様遺伝子 Delilaをプローブとしてアカ

ジソ葉 cDNA ライブラリーをスクリーニングし，

Mycrpを単離し，さらに Mycrpをプローブとし

てアオジソからMycgpを単離した．15) Mycrp/gp

遺伝子は，MYC因子の特徴的な bHLH（塩基性へ

リックスループへリックス）構造を有するタンパ

ク質をコードし，アカジソと青ジソの葉と根におい

てほぼ等量発現していた．MYCGPでは，MYC

RPの 132番目のアラニンがセリンに変異していた．

Mycrpあるいは Mycgpをタバコ及びトマトで過

剰発現させたトランスジェニック植物では，タバコ

の花弁及びトマトの茎と花弁においてアントシアニ

ン蓄積量が増加し，Myc 様遺伝子がアントシアニ

ンの生合成制御に関与していることが示された

（Fig. 6）．また MYCRP, MYCGP 及びキンギョ

ソウ由来の Delila タンパク質は，酵母内で酵母由

来の GAL1 プロモーターとシソ由来の DFRプロ

モーターからの転写を活性化した．さらにエンジニ

アリングしたMYCRP/GPを用いた実験により，
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Fig. 4. DiŠerential Expression of cDNAs in Red and Green Forms of P. frutescens var. crispa
Five mg poly(A)＋RNA from leaves of red (R) and green (G) forma was separated in an agarose gel and then hybridized with cDNAs for CHS, F3H, F3′H

DFR, 3GT, 5GT, AAT cloned from P. frutescens.

51No. 1

MYCRP/GPの 193420番目のアミノ酸領域に転

写活性化領域が存在することが示された．また，点

変異を導入した Delila の転写活性化能を調べるこ

とにより，161番目のアラニンが転写活性化能に必

須であることを明らかにした．16)

次に，アカジソ cDNAを鋳型としMyb転写因子

のアミノ酸の保存領域からデザインした縮重プライ

マーを用いた PCR によって得られた DNAフラグ

メントをプローブとしてアカジソ葉 cDNA ライブ

ラリーのスクリーニングを行い，11種のMyb様遺

伝子を単離した．17)ノーザン解析の結果，これらの

うち Mybp1 のみがアカジソとアオジソにおける

発現量に差があり，アカジソでアオジソにおける

10 倍程度発現していた（Fig. 4）．さらにアントシ

アニン生合成遺伝子と同様に光照射による発現誘導

を受けることが明らかになった（Fig. 5）．MYB

P1 は，通常の MYB 因子に 3 個存在する DNA 結

合領域のうちリピート IIIのみを有する短い MYB

因子である．Mybp1を過剰発現させたトランスジ

ェニック植物ではアントシアニン量の変化はみられ

なかった．しかしながら酵母の two-hybrid system

において MYBP1 が MYCRP と相互作用するこ

とが示され，酵母内でMYBP1タンパク質はアカ

ジソの DFR遺伝子プロモーターに結合することが

示された．

これらの結果から，MYCRP と MYBP1 がタ

ンパク質間相互作用を介してアントシアニン生合成

遺伝子のプロモーターからの発現を制御し，アカジ

ソとアオジソの成分変種決定に関与していることが

示唆された．さらに，単一のマスター遺伝子Myc

rpの導入によるアントシアニン生合成系の分子エ

ンジニアリングにも成功した．このことは，薬用植

物における一連の複雑な天然物生合成系を少数の制

御遺伝子で一挙に制御するという生物工学的戦略へ

展開されることが期待される．

4. 成分変種からの新規酵素遺伝子の単離と反応

機構の解明

二次代謝物質の生合成研究において最も大きな障

壁は，多くの場合，触媒酵素の生化学的精製が困難

であったり，触媒酵素の類似タンパク質の情報が利

用できないことである．筆者らは，前項の研究を進

める中で，mRNAディファレンシャルディスプレ

イ法．18,19)を応用することによりタンパク質の 1次

構造に関する情報を用いることなく，成分変種特異

的に発現する二次代謝に関与する新規酵素遺伝子を

得た．具体的には，アカジソとアオジソ間の

mRNAディファレンシャルディスプレイによって

アントシアニン生合成に関与する新規酵素 cDNA

を複数単離し，これらにコードされるタンパク質に

よる触媒反応機構の詳細を解析することに成功し
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Fig. 5. Induction of Gene Expression by White Light Irradia-
tion in Red Forma of P. frutescens var. crispa

Plants grown in weak light (＜480 lux ) for three weeks were illumi-
nated with strong white light (14,000 lux ) for 1, 3, 6, 9, 12 and 24 h.
Poly(A)＋ RNA was isolated from leaves at each time point. The ˆlter was
hybridized with cDNA clones for CHS, F3H, F3′H, DFR, 3GT, 5GT, AAT
and actin. Root, poly(A)＋RNA from roots of red form of P. frutescens.

Fig. 6. Enhanced Anthocyanin Production in Trasgenic
Plants Over-Expressing Mycrp

a) ‰owers of normal and transgenic plants of Nicotiana tabacum, b)
Stems of normal and transgenic plants of Lycoperisicon esculentum.

52 Vol. 122 (2002)

た．アカジソとアオジソからそれぞれ抽出した

mRNA を 1 塩基付加されたオリゴ dT プライマー

を用いて cDNA に逆転写し，これを鋳型として短

い任意プライマーとオリゴ dTプライマーの組合わ

せで［a32P]dCTPの存在下 PCR 増幅を行い，増

幅産物をシークエンスゲルで電気泳動することによ

り展開し，オートラジオグラフィーを行った．そし

てアカジソとアオジソの PCR産物を比較してアカ

ジソ特異的に増幅された DNA断片を切り出し，再

び PCR増幅した後クローニングした．これらのフ

ラグメントについてノーザン解析を行ってアカジソ

特異的発現を確認したものについてさらにアカジソ

cDNAライブラリーのスクリーニングを行った．

フラボノイド 5Oグルコシル転移酵素（5GT）

は，アントシアニン分子の安定性，水溶性及び色調

を決定する極めて重要な酵素である．長年多くの研

究者が本酵素の生化学的精製を試みてきたがいずれ

も不成功に終わっていた．また，既に数種の植物か

ら単離されているアントシアニジン 3Oグルコシ

ル転移酵素（3GT）遺伝子をプローブとしたスクリー

ニングでも，5GT 遺伝子は単離されなかった．本

研究では，cDNA を単離することによって 5GT

cDNAを得た．12)大腸菌で発現させた組み換え 5GT

は，UDPグルコースの存在下でアントシアニンの

5位をグルコシル化する活性を有した．このグルコ

シル化には基質の 3位がすでにグルコシル化されて

いることが必要であり，さらに 3位のグルコシル基

がアシル化を受けていると 5GT活性が低下するこ

とが明らかになった．この結果から，植物細胞内で
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Fig. 7. The Postulated Late-Stage Pathway of Anthocyanin Biosynthesis in P. frutescens var. crispa
The numbers in parentheses indicate relative activities of the recombinant 5GT and the acyltransferase in crude extracts of perilla red leaves reported by

Matsune et al.19)
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は 5Oグルコシル化と 3, 5位のグルコシル基のア

シル化について Fig. 7 の様な代謝グリッドが存在

することが示唆された．12,20)さらに，種によって基

質特異性が異なることを明らかにした．21,22)

また，アントシアニン生合成経路の内，無色のロ

イコシアニジンが有色のアントシアニジンに変換さ

れる反応はアントシアニンの発色段階として重要で

ある．この反応を触媒する酵素はアントシアニジン

合成酵素（ANS）であるが，その反応機構の詳細

は不明であった．また，トランスポゾンタギングに

よりトウモロコシから ANS遺伝子23)が単離されて

以来，ホモログ遺伝子が数種の植物から単離されて

いたが，酵素活性の不安定さからそれらにコードさ

れるタンパク質の機能は確認されていなかった．そ

こで，シソの ANS組換えタンパク質を用いて酵素

化学的解析を行った．24)シソ ANS cDNAを大腸菌

で発現させて得た組み換えタンパク質を高濃度のジ

チオスレイトール存在下でロイコシアニジンとイン

キュベートすると，有色のアントシアニジンが生じ

た．この反応は，生成物と等モルの 2オキソグル
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Fig. 8. Reaction Mechanism from Leucocyanidin to Anthocyanidin 3OGlucoside, Catalyzed by ANS and 3GT, and Transport into
Vacuoles
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タル酸を消費し，等モルの二酸化炭素が放出され，

アスコルビン酸と 2価の鉄イオンを必要とすること

が明らかになった．このことから ANSは 2オキソ

グルタル酸依存的に無色のロイコアントシアニジン

を有色のアントシアニジンに変換する活性を有し，

この反応は他に脱水酵素などを必要とせず ANSタ

ンパク質のみで進行することが明らかになり，世界

で初めてその反応機構が解明された（Fig. 8）．さ

らに，複数の植物の ANS cDNAを大腸菌内で発現

させて得た組み換えタンパク質を用いて酵素反応の

詳細を明らかにした．25,26)

このようにタンパク質レベルでの生化学的解析が

難しかった生合成ステップについて，遺伝子からの

アプローチを行い，得られた植物 cDNA を大腸菌

や酵母等の微生物で高発現させた組み換えタンパク

質を用いることにより触媒反応機構を詳細に調べる

ことに成功した．とくにアントシアニン生合成の後

期過程に関与する 2つの重要酵素の分子クローニン

グと反応機構を解明した．このように成分変種，組

織等に特異的に発現する遺伝子に対する分子生物学

的アプローチは今後，様々な植物二次代謝に応用さ

れ，それぞれの生合成経路の詳細が明らかにされる

ことが期待される．

5. 含硫黄代謝産物の生産に関する分子細胞生物

学

さらに細胞，組織レベルでの多様性を解析するた

め硫黄代謝系の分子細胞生物学的解析を行った．植

物の硫黄同化系は，自然界の硫黄循環において無機

硫黄が含硫黄有機化合物に変換される最も重要な生

化学的ステップである．そこで，植物の硫黄同化に

関与するシステイン合成酵素及びその前駆体セリン

合成に関連するホスホセリンアミノ転移酵素につい

て，それぞれをコードする cDNAを世界で初めて

単離し，その機能と発現様式を組織化学的に解明し

た．27,28)また，in situハイブリダイゼーション法に

より硫酸イオンの植物体への取込みに関与する細胞

膜局在性の硫酸トランスポーター遺伝子の細胞特異

的発現を解明した．29)さらに，Allium属に特徴的な

含硫黄香気成分の代謝分解に関与する酵素アリナー

ゼがシステイン合成酵素とともに維管束鞘に特異的

に局在することを免疫組織化学的に初めて明らかに

した．30)

以上のように植物における硫黄代謝系の複数の重

要ステップについての分子細胞生物学的解明に世界

に先駆けて成功した．

6. 薬用植物への有用外来遺伝子の導入と発現

（トランスジェニック植物の作出）

さらに本研究では，薬用植物に外来遺伝子を導入



hon p.9 [100%]

5555No. 1

して有用形質を付与したトランスジェニック薬用植

物を得ることに成功している．31―36)これらの基礎

的な研究は将来の新薬用植物の生物工学的創出のた

めに必要不可欠である．

7. おわりに

本研究では，植物における有用物質生産の化合物

群，植物種・変種及び組織という様々なレベルでの

多様性を分子生物学的な一般原理で解析した．これ

らの成果から，有用物質生産の制御機構に関する分

子細胞レベルでの基礎的な知見が得られた．特に従

来の生化学的アプローチでは得られなかった未知の

新知見（新規生合成遺伝子，新規反応機構）を得，

さらに新しい戦略（単一制御遺伝子の導入発現によ

る複数ステップの生合成系の増強）による有用物質

生産への応用に成功した．

以上のように植物における有用物質生産の多様性

を生物有機化学・生化学・分子生物学及び分子遺伝

学的手法を活用して解明しエンジニアリングする複

合的研究を行ってきた．このような研究は，これま

でに多くの薬用資源を生んだ「生物多様性」の根源

的理解と天然資源の「持続可能な有効利用（sus-

tainable utilization）」を展開するための新学問分野

として必須である．さらに，これらの成果は将来分

子育種等の能動的な新薬用資源の創出に応用できる．

ヒトゲノムのほぼ全塩基配列の解読が終了した．

植物においてもモデル植物であるシロイヌナズナの

ゲノム解読が終了し，いよいよ本格的なポストゲノ

ム世代に突入した．そして遺伝子機能を解明するフ

ァンクショナルゲノム学及び多様性を対象とする比

較ゲノム学が可能となった．我々は，先人が蓄積し

てきた厖大な植物二次代謝の多様性に関する情報を

詳細にかつ根源的に理解する術を漸く手に入れたの

である．
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