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論 文 の 内 容 の 要 旨

2-pbenyletbanol(2PE)は香りの開催は高いものの甘い芽香を有し､バラの香りを特徴づけ

る重要な香気成分の一つである｡無傷植吻への【2H8ルphenylala血eの投与実験から､我々は

[2H8】一2PEが【2H8]phenylacetaldehydeを経て[2H8]｣2PEへと変換されることを明らかにした｡

また2PEの一部は､ユーphenylethylや-D-glucopyranoside(2PEβ-GIc)として花弁に蓄積された後､

必要に応じてP-glucosidas¢による加水分解を受け再度2PEへ変換されることも明らかにして

きた｡本研究では､これまでの研究結果をもとにバラ花弁におけるしpbenylalanine(L-Pbe)か

ら2PEへの変換経路を明らかにすること､およびバラ花弁における2PE発散制御機構の解明

を目的としている｡

第1章ではL-Phenylalanine(L-Phe)から2PEへの変換経路の特定した｡さらに､L-Pheを

pheny)acetaldehyde(PAld)に変換するaromaticL-aminoaciddecarboxylase(AADC)について述べ

た｡バラ花弁凍結乾燥花弁から抽出したセルフリー系を用い､しPbeから2PEへの生合成経

路に関わる補酵素の要求性を検討したところ､L-PheからPAldへの変換にはPLPが必要であ

り､PAldから2PET＼の変換にはNADPH(またはNADH)が必要であることがわかった｡こ

の結果から､L-PheからPAldへの変換にはaromaticL-aminoaciddecarboxyJase(AADC)が､

PAldから2PEへの変換にはdehydrogenaseまたはreductaseが関与することが示唆された｡

AADCによるL-Pheから2PEへの変換反応を詳細に調べたところ､副生成物としてNH3を生

成すること､酸素要求性の反応であること､mOnOmineoxi血5eの関与が否定されたことによ
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り､L-Pheは花弁に含まれるAADCによりPAldへ直接変換されることが確認された｡また､

バラESTよりデカ/レポキシラーゼと相同性のある遺伝子配列を検索し､それをもとにプライ

マーを設計し大腸菌で組み換えタンパク質を発現させた｡組み換えタンパク質の反応機構は

花弁由来のAADCと一致しており､また､L-Pheに高い基質特異性を示した｡

第2章ではbAldを2PEへ変換する酵素であるphenylacetaldehydereductase(PAR)を分離

し､補酵素の要求性､反応の方向性および基質特異性について検討した｡その結果､この酵

素はNADPHおよびNADHを補酵素とすること.が確認された｡また､反応の方向性はreductase

活性がdehydrogenase活性の約10倍であることがわかった｡PARはPAld､

2-Phenylpropionaldehyde等に対する活性は高かったものの､benzaldehydeやケトン類に対する

活性は示さなかった｡PARの反応機構およびバラ花弁中での役割を明確にするために､PAR

タンパクを更に精製し､LC-MS/MS分析により部分アミノ酸配列の解析を行った｡その結果､

得られた部分アミノ酸配列は既知のcinnamylalcoholdehydrogenaseおよびトマトのPARと高

い相同性を示した｡

第3章では香気発散におけるβ-glncosidaseの役割を検証する前段階として､バラ花弁中

のP-glucosidaseの単離､同定を試みた0バラ花弁より部分精製酵素を調製し､BN-PAGEに供

した｡活性染色および色素染色の結果から､160kDaおよび155kDaのバンドが得られた｡こ

れらのバンドのタンパク質をLC-MS/MSで解析し､部分アミノ酸配列を決定したところ､

Familylの糖加水分解酵素に属するprunaSinhydrola5e･[Pr∽∫erOtina]およびP-glucosidase

[助r血椚V〟な肝項こ対して高い相同性を示した｡この酵素はgluco5ideを如coneとする配糖

体に対して高い基質特異性を示したことから､β-glucosidaseであることが確認された｡

第4章ではバラ花弁を用いた香気発散機構解明のための実験系の構築について述べる｡

これまで無傷植物の実験系の諸問題を解決するために､バラ花弁のみを用いた実験系を確立

することとした｡花弁を用いた実験系には市場から入手できるR.`YvesPiaget'を用いること

した｡花弁のみでの香気発散リズムを確罷したところ､12時間周期の明暗条件では明斯こ高

く時期に低いという発散リズムが見られた｡一方､明期のみの条件では香気発散が抑制され

る結呆となった｡以上の結果に基づき､今後本実験系を利用して､バラの香気発散の明暗変

化の制御に果たす各分子の役割を追及しようとしており本実験系の有効性に期待が持たれる｡

審 査 結 果 の 要 旨

バラ(R.damascenaMi11.,R.`Hdh-Jtm,)の主要香気成分2･Phenylethanol(2PE)は香りの間

借は高いものの甘い芳香を有し､バラの香りを特徴づける重要な香気成分の一つである｡無傷植

物への匝‡】レp血孤ylal血¢の投与実験から､我々は【ヱH‡】･2托が【短8】pb孤yI嘩由d血ydeを経て
【2H8】一2PEへと変換されることを明らかにした｡また2PEの一部は､2十pb印yl血yl

β-D･glucopyraJ10Side(2PEβ竜1c)として花弁に蓄積された後､必要に応じてβ-glucosidaseによる

加水分解を受け再度2PEへ変換されることも明らかにしてきた｡本研究は､これまでの研究結

果をもとにバラ花弁におけるLヰe叩1ala血¢(L･Ph¢)から2PEへの変換経路を明らかにすること

およびバラ花弁における2PE発散制御機構の解明を目的としているものである｡

第1章ではL一拍e叩1a血中e¢･Pbe)から2PEへの変換経路の特定した｡さらに､L-Pb¢を

phepylacetaldehyde伊Å1d)に変換するalomaticL-aminoaciddec血野1ase(AADC)について述べた｡
バラ花弁凍結乾燥花弁から抽出したセルフリー系を用い､レPbeから2pEへの生合成経路に関わ

る補酵素の要求性を検討したところ､レPbeからPAldへの変換にはPLPが必要であり､払1dか

ら2PEへの変換にはNADpH(またはNADH)が必要であることがわかった｡この結果から､L-Pb¢

からPAldへの変換には訂OmaticL-aminoaciddecatboxylase(AADC)が､PAldから2PEへの変換
にはd卸血og蝕おeまたさ享一曲ぬSeが関与することが示唆された｡AADCによるレPbeから2PE
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への変換反応を詳細に調べたところ､副生成物としてNH3を生成すること､酸素要求性の反応
であること､mOnOanineoxidaseの関与が否定されたことにより､L･Pheは花弁に含まれるAADC

により払1dへ直接変換されることが確認された｡また､バラESTよりデカルポキシラーゼと相
同性のある遺伝子配列を検索し､それをもとにプライマーを設計し大腸菌で組み換えタンパク質

を発現させた｡組み換えタンパク質の反応機構は花弁由来のAADCと一致しており､また､L-Phe

に高い基質特異性を示した｡

第2章ではPAldを2PEへ変換する酵素であるpbenylace血d血ydere血ctぉe(PÅ即を分離し､

補酵素の要求性､反応の方向性および基質特異性について検討した｡その結果､この酵素は

NADPHおよびNADを補酵素とすることが確認された｡また､反応の方向性は血c鮎e活性が

dehydrogenase活性の約10倍であることがわかった｡fARはPAld,2ゥhenylpropionald叫de等に

対する活性は高かったものの､bnauebydeやケトン類に対する活性は示さなかった∴鮎且の反

応機構およびバラ花弁中での役割を明確にするた■めに､払Rタンパクを更に精製し､LC･MS朋S
分析により部分アミノ酸配列の解析を行った｡その結果､得られた部分アミノ酸配列は既知の

c血弧叩1alcoboldeby血ogenasoおよびトマトの払Rと高い相同性を示した｡
第3章では香気発散におけるβ･glⅦCOSidaseの役割を検証する前段階として､バラ花弁中の

β･glⅥCO申蝕eの単離.､同定を試みた｡バラ花弁より部分精製酵素を調製し､BN一弘GEに供した｡
活性染色および色素染色の結果から､1`OkDaおよび155kDaのバンドが得られた｡これらのバ

･ンドのタンパク質をLC-MS/MSで解析し､部分アミノ酸配列を決定したところ､F虹町11の糖加
水分解酵素に属するpn皿おh桓血℃1a馳阿Ⅶ甜価血】およびβ･如co5id鮎e【上わr血J椚V〟な椚】に対

して高い相同性を示した｡この酵素はghcosideをglyc皿eとする配糖体に対して高い基質特異性

を示したことから､β-glu00Si血s¢であることが確認された｡

第4章ではバラ花弁を用いた香気発散機構解明のための実験系の構築についてのべる｡こ

れまで無傷植物の実験系の諸問題を解決するために､バラ花弁のみを用いた実験系を確立するこ

ととした｡花弁を用いた実験系には市場から入手できる凡`WesPiaget,を用いることした｡花

弁のみでの香気発散リズムを確認したところ､12時間周期の明暗条件では明期に高く時期に低

いという発散リズムが見られた｡しかしながら明期のみの条件では香気発散が抑制される結果と
なった｡

以上について､審査委貞全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学位論文と

して十分価値あるものと認めた｡

革礎となる学術論文
Productionof2-PhenylethanOl血rosesasthedominantfloralscentcompmd丘omL-Phenylalanineby

two key enzymeS,a PLP･dependent decarboxylase and aphenylacetaldehydereductase.Bioseience,

βわJgd椚0吻αdβねd卯呵,71(10),2408-2419¢007).

PuriBcationandch血ionofP-glucosidaLSeinvoIvedintheemissionof2･PhenylethanOl丘omrose

flowers.Bioscience,Biotechnoわ餅andBiochem如ワ.(AcceptedOctoberll,2007).
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