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論 文 内 容 要 旨

第1章 緒言

アサ科 で 多年 草 、雌 雄 異 株 の 蔓 性 草 本 植 物 であるホップ(H召mω μsノσρσ'α5L)は 、ビ

ー ル に爽 快 な苦 味 や華 や かな香 りを与 える、ビー ル醸 造 においては無 くてはならない作 物

である。ビー ル醸 造 の 原 料 として用 いられ るの は 、雌 株 にのみ 着 生 す る球 果 であ り、ピー

'
ル の 苦 味 の基 となる苦 味 成 分 や香 りの基 となる精 油 成 分 は球 果 中 の 分 泌 腺 であるルプ

リン腺 毛 で特 異 的 に分 泌 、蓄 積 される。

苦 味 成 分 としてビー ル醸 造 上 重 要 とされ ているのが 、α酸 とβ酸 である。α酸 の 中 で多

くを占 めるフム ロンとコフム ロンは、ビー ル製 造 工 程 中 の煮 沸 工 程 において畢 性 化 し、イソ

フム ロン、イソコフム ロンとしてビール の苦 味 の主 体 となっている。これ らイソフム ロンやイソ

:コフム ロンなどのイソα酸 同族 体 間 には官 能 上 の苦 味 の 質 的 違 いや強 度 の違 いが論 じら

れている。またイソコフム ロンのイソフム ロンに対する比 が大 きい と、ビールの 泡 持 ちにも悪

影 響 を及 ぼすことが 明 らか となっている。β酸 は麦 汁 、ビー ルに対 する溶 解 度 が非 常 に低

い 為 、ビー ルの 苦 味 には直 接 的 に は関 与 していないと考 えられ ているが 、一 方 で β酸 が

多くを占 めるβ区分(α 酸 以外 のヘキサン可 溶 性 樹 脂 成 分)と イソα酸 の含 量 のバランス

が 苦 味 の質 に影 響 を及 ぼしている可 能 性 も示 唆 され ている。従 ってフム ロンとコフム ロン

の 含 量 比 や α葭 とβ酸 の 含 量 比 はホップ育 種 における育 種 ター ゲットあひとつとなってい

る。

ホップの精 油 成 分 については、これまでに200を 超 える成 分 が 同 定 されているが 、各 精

油 成 分 とビー ルの 香 りとの関 係 についてはほ とんど明 らか にされていない。しかしながらホ

ップ精 油 成 分 が直 接 的 、または化 学 変 化 した形 で間 接 的 にビールの 香 りに影 響 を与 えて

いることは 共 通 の見 解 となっており、精 油 成 分 の含 量 や組 成 もホップ育 種 の重 要 なターゲ

ットとなっている。

更 に最 近 、苦 味 成 分 や精 油 成 分 と同 じくルプリン腺 毛 に特 異 的 に蓄 積 するプレニルフラ

ボ ノイドに抗 癌 活 性 などの薬 理 活 性 が認 められ 、食 品 添 加 物 や 医薬 品 としての利 用 など

ホップにビー ル醸 造 用 途 以 外 の付 加 価 値 をつけるもの として期 待 され ている。その ため、

これ らプ レニルフラボ ノイドの 含 量 や 組 成 もホップ育 種 の重 要 なターゲットとなってきてい

る。
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これ らの形 質 の改 良を 目指 したホップ育 種 を行 なう上 で、現 状 の育 種 法 には、1)形 質 を

評 価 できるまでに播 種 か ら約3年 の生 育 期 間 が必 要 とされ 、長 い育 種 期 間 を要 する、2)

作 物 体 が 巨 大 な為 、扱 える個 体 数 が 限 られ 、育 種 の 規 模 を狭 め てい る、3)雄 株 は球 果

を着 けないため、これ らの 形 質 に関 するポテンシャル を把 握 することは難 しく、交 配 におい

て経 験 や勘 に頼 らなけれ ばならない、といった問 題 点 が存 在 す る。これらの問 題 点 を解 決

す る手 段 として期 待 され ているの が 形 質 転 換 技 術 や 分 子 選 抜 技 術 を用 いた育 種 法 であ

る。苦 味 成 分 、精 油 成 分 、プレニルフラボノイドの含 量 ・組 成 の改 良 という見 地 か ら考 えれ

ば、これらの 成 分 の生 合 成 に関 与 する遺 伝 子 を解 明す ることは 、形 質 転 換 技 術 や分 子 選

抜 技 術 を育 種 に用 いる上 でターゲ ットとす べき遺 伝 子 に関 する情 報 の 取 得 に繋 がると共

に、単 離 した遺 伝 子 を形 質 転 換 技 術 で必 要 とされる導 入 遺 伝 子 や分 子 選 抜 技 術 で必 要

とされるDNAマ ーカー として利 用 することも可 能 となる。

この ような背 景 か ら、本 研 究 では苦 味 成 分 、精 油 成 分 、プレニルフラボノイドの 生 合 成 に

関 与 す る遺 伝 子 の単 離 とその機 能 の確 認 を行 なうことにより、これ らの成 分 の 生 合 成 系

の 一 部 を分 子 レベルで明 らかに した 。更 にこれ まで報 告 例 が ほとんどなかったホップの形

質 転 換 系 を確 立 し、ルプリン腺 毛 に蓄 積 す るこれ らの 成 分 の 含 量 ・組 成 を形 質転 換 技 術

を用 いて改 良する上 で必 要 不 可 欠 なルプリン腺 毛 における遺 伝 子 発 現 系を構 築 し、形 質

転 換 技 術 のホップ育 種 における利 用 の可 能 性 を示 した 。

第2章 苦味成分 およびプレニルフラボノイド生合成関連遺伝 子の単離

第2章 第1節 苦 味 成 分 生 合 成 に関 与 するバ レロフェノンシンター ゼ遺 伝 子 の単 離

苦 味 成 分 、精 油 成 分 、およびプレニ ルフラボノイドは、ルプ リン腺 毛 中 に特 異 的 に蓄 積

す ることか ら、これ らの 成 分 の生 合 成 に関 与 する遺 伝 子 はルプリン腺 毛 中 で特 異 的 に発

現 しているという仮 説 のもと、ル プリン腺 毛 で特 異 的 に発 現 している遺 伝 子 の単 離 を試 み

た。球 果 を構 成 す る組 織 のうち、主 にルプリン腺 毛 か らなるルプリン画 分 とルプリン腺 毛 を

ほとんど含 まない主 に外 苞 か らなる非 ルプリン画 分 を調 製 し、ルプリン画 分 で発 現 してい

る遺 伝 子 から非 ル プリン画 分 においても発 現 している遺 伝 子 をサブ トラクション法 により除

くことにより、ルプリン特異 的 遺 伝 子3ク ローンを単 離 した。
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この3ク ローンについて塩 基配 列 を解 析 したところ、ひ とつ は未 知 遺 伝 子 であったが 、ひ

とつ は植 物 広 く一 般 に知 られているカルコンシンター ゼ遺 伝 子 とホモロジーを持 つ完 全 長

と思 われ る遺 伝 子 であったため 、CHSし(chalconesynthase-like)遺 伝 子 と名 付 けた。ま

た残 りのひとつ はCHSL遺 伝 子 と100%近 いホモロジーを持 つ遺 伝 子 の部 分 断 片 であっ

た。Fungら によれ ば苦 味 成 分 の生 合 成 反 応 の 一 部 をバ レロフェノンシンターゼ(VPS)と

呼 ばれ るカルコンシンターゼ様 の酵 素 が触 媒 している(図1)。 そこでこのCHSL遺 伝 子 に

着 目し、更 なる解 析 を行 なった。まずCHSL遺 伝 子 が 、ルプリン腺 毛 で特 異 的 に発 現 して

いることをNorthernhybridization解 析 により確 認 した(図2)。 次 にCHSL遺 伝 子 の発

現 産 物 がバ レロフェノンシンターゼ活 性 を持 っているか 否 かについて調 べた。大 腸 菌 で発

現 させたCHSL遺 伝 子 の発 現 タンパクを用 いて、VPS反 応 の基 質 であるマロニルーCoAと

イソブチリルーCoA、 およびマロニルーCoAと イソバ レリルーCoAを 用 いて酵 素 反 応 を行 ない、

LC-MSに よりその 反応 産 物 の 同 定 を行なったところ、反 応 産 物 はそれぞれバ レロフェノン

シンター ゼにより合 成 されるフロルイソブチロフェノン(PIBP)(図3)お よびフロルイソバ レロ

フェノン(PIVP)(図4)で あった。これ らのことか ら、CHSL遺 伝 子 は ルプリン腺 毛 において

苦 味 成 分 の 生 合 成 に関 わるバ レロフェノンシンターゼ の遺 伝 子 であることが確 認 された 。

以 降CHSL遺 伝 子をVPS遺 伝 子 、その発 現 産 物 をVPSと 呼 ぶ 。

第2章 第2節 プレニルフラボノイド生 合 成 におけるバ レロフェノンシンターゼ

薬 理 活 性 で注 目され ているホップ由 来 プレニルフラボノイドは1α 酸 や β酸 と同様 ルプリ

ン腺 毛 に特 異 的 に蓄 積 しており、その前 駆 体 はナリンゲニンカルコンであると考 えられてい

る。ナリンゲニンカルコンはポ リフェノール の前 駆 体 として 、カル コンシンターゼによって合 成

され ることが植 物 広 く一 般 において知 られている。ホップのVPSは カルコンシンターゼ と高

いホモ ロジーを持 っていることか ら、カル コンシンター ゼ活 性 を併 せ 持 っておりプレニルフラ

ボノイドの 生 合 成 にも寄 与 している可 能 性 が 考 えられ た。そこで第2章 第1節 で調 製 した

VPSタ ンパクを用 いてカルコンシンターゼ反 応 およびバ レロフェノンシンター ゼ反 応 を行 な

い、反 応 産 物 を薄 層 クロマトグラフィーにより分 析 したところ、VPSは バ レロフェノンシンター

ゼ活 性 の 他 、カルコンシンターゼ活 性 も併 せ 持 つことが 明 らかとなった(図5-A,B)。 またそ

れ らの活 性 の強 さはバ レロフェノンシンターゼ活 性 がカル コンシンター ゼ活 性 の約6倍 強 く、
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カル コンシンター ゼ 活 性 は 微 弱 で あ ることが わ か った(図5-C)。

更 に 複 数 の 植 物 にお い てカル コンシンター ゼ 遺 伝 子 に アイソザ イム 遺 伝 子 が 存 在 して い

る こ と が 知 られ て い る こ とか ら 、L。w-stringentな 条 件 とHigh-stringentな 条 件 で

S。uthernhybridizati。n解 析 を行 ない 比 較 した ところ、ホ ップ に お い てもカル コンシ ンター

ゼ 様 遺 伝 子 がVPS遺 伝 子 以 外 に も存 在 して いることが 判 明 した(図6)。 次 節 で は これ ら

の 遺 伝 子 の 単 離 と機 能 解 明 を 試 み た 。

第2章 第3節 カルコンシンターゼ様 遺 伝 子 の単 離 と機 能 解 明

VPS遺 伝 子 以 外 のカル コンシンターゼ 様 遺 伝 子 を単 離 す る為 、VPS遺 伝 子 の塩 基 配

列を基 にプライマー を設 計 し、PCRを 用 いることにより新 たにCHS2遺 伝 子 とCHS3遺 伝

子 のふ たつのCHS様 遺 伝 子 を単 離 した。また、これとは別 にVPS遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を

基 に、Novakら によってCHS4遺 伝 子 が、Mato嘘 昧 らによってCHS_H1遺 伝 子 が 新 た

に単 離 され ていた。そこで、RT-PCRに よりそれ ぞれ の遺 伝 子 の発 現 組 織 特 異 性 を調 べ

たところ、苦 味 成 分 やプレニル フラボノイドが蓄 積 するルプ リン腺 毛 において有 意 に発 現 し

ているの はVPS遺 伝 子 、CHS4遺 伝 子 、CHSH1遺 伝 子 の3種 類 であった(表1)。

次 に各 遺 伝 子 を大 腸 菌 で発 現 させ 、その発 現 産 物 のカルコンシンター ゼ活 性 とバ レロフ

ェノンシンターゼ活 性 の有 無 につ いて、HPLC、LC・MSを 用 いて分 析 した。この結 果 、カル

コンシジター ゼ反 応 においてその 反 応 産 物 であるナ リンゲニンカルコン(ナ リンゲニンとして

検 出 される)を 生 成 出 来 たの はCHS_H1の みであり、またバレロフェノンシンターゼ反 応 に

おいてその 反 応 産 物 であるPIVPを 生 成 出 来 たのはVPSとCHS_H1の みであった(図7)。

第2章 第2節 においてはアイソトープを用 いた分 析 により、VPSに よる反 応 でナ リンゲニン

が検 出 され たが、ナ リンゲニンの収 量 は非 常 に少 なかったことから、今 回 は感 度 の問 題 か

らナリンゲニンは検 出 できなかったと考 えられる。 これ らの結 果 から苦味 成 分 の 生 合 成 に

主 に寄 与 しているのはVPSとCHSH1で あり、プレニルフラボノイドの 生 合 成 に主 に寄 与

しているのはCHSH1で あると考 えられ た。
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第3章 精油成分生 合成関連遺伝子 の単離

本 章 では苦 味 成 分 と同様 、ビー ル醸 造 において重 要 なホップの精 油 成 分 の 生 合 成 に関

与 する遺 伝 子 のひとつであるファル ネシル ピロリン酸 シンター ゼ遺 伝 子 の単 離 とその翻 訳

産 物 の 酵 素 活 性 の 調 査 を行 なった。ファルネシル ピロリン酸 シンターゼ は、ジメチル アリル

ピロリン酸(DMAPP)と イソペ ンテニル ピロリン酸(IPP)か らゲラニル ピロリン酸(GPP)を

合 成す るジメチルアリル トランスフェラー ゼとしての 働 きと、GPPとIPPか らファルネシル ピ

ロリン酸(FPP)を 合 成 するゲラニル トランスフェラー ゼ としての働 きを併 せ 持 つ。ホップ球

果 において主 要 な精 油 成 分 であるミルセン、フム レン、カリオフィレンやファル ネッセンは

GPPま た はFPPか ら生 合 成 されると思 われる。それ故 、分 子選 抜 技 術 や 形 質 転 換 技 術

を精 油 成 分 の改 良 に用 いる上 で、ファルネシル ピロリン酸 シンターゼ遺 伝 子 を単 離 するこ

とは重 要 と言 える。

遺 伝 子 の単 離 は他 の植 物 由 来 のファル ネシル ピロリン酸 シンターゼ のアミノ酸 配 列 を比

較 し、その 保 存 領 域 の 配 列 よリプライマーを設 計 し、PCRに よりホップ由 来ファルネシル ピ

ロりン酸 シンター ゼ遺 伝 子 の部 分 断 片 を単 離 した後 、lnversePCRな どにより全 長遺 伝

子 を単 離 した。単 離 した遺 伝 子 を大 腸 菌 で発 現 させて調 製 した発 現 タンパ クの酵 素 活 性

を訥 査 したところ、ファルネシルピロりン酸 シンター ゼ活 性 が認 められ たことか ら、単 離 した

遺 伝 子 はファルネシル ピロリン酸 シンター ゼ遺 伝 子 であることが確 認 された(図8)。 更 に

Nor中emhybridization解 析 により本 遺 伝 子 の 組 織 特異 性 を調 査 したところ、全 ての 組

織画 分において有意 に発現が認 められ 、特に精油 成分が多量に蓄積しているルプリン画

分 においては強い発現 が認められた(図9)。

第4章 ホップのルプりン腺毛における遺伝子 発現 システムの構築

ホップのルプリン腺 毛 に蓄 積 する苦 味 成 分 やプレニルフラボノイド、精 油 成 分 の含 量 や

組 成 を形 質 転 換 技 術 を用 いてコントロー ルす るため には、それらの 生 合 成 に関 わる遺 伝

子 の単 離 に加 え、ルプリン腺 毛 における遺 伝 子 発 現 系を構 築することが重 要 である。また

ルプ リン腺 毛 における遺 伝 子 発 現 系 を構 築 す ることは 、ビー ル原 料 としてのホップ育 種 へ
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の 応 用 に加 え、有 用 成 分 を大 量 生 産 させ る植 物 工 場 としての ホップの開 発 にも繋 がる可

能 性 が ある。そこで本章 ではホップの ルプリン腺 毛 における遺 伝 子 発 現 システムの 構 築 を

目的 として研 究 を行なった。

まず、ルプリン腺 毛 における遺 伝 子 発 現 系 を構 築 するうえでルプリン腺 毛 で特 異 的 に機

能 するプロモーターが必 要 である。そこでルプリン腺 毛 で特 異 的 に発 現 するVPS遺 伝 子

に着 目し、その上 流 域 を単 離 した(図10)。 多くの植 物 のカル コンシンターゼプ ロモー ター

においてH-boxやG-boxと 呼 ば れるシスエレメントが認 められている。これ らは組 織 特 異

性 や紫 外 線 応 答 性 などの発 現 調 節 に関 わっているといった報 告 が 為 されているが 、VPS

遺 伝 子 上 流 域 については類 似 の塩 基 配 列 は見 られたもの の 、典 型 的なH-boxやG・box

は認 め られ なか ったことか ら、その組 織 特 異 的 発 現 はH-boxやG。box以 外 の ファクター

により調 節 されている可 能 性 が示 唆 された。

次 にVPS遺 伝 子 上 流 域 の 機 能 を確 認 す る為 、レポー ター遺 伝 子 であるGUS遺 伝 子 を

連 結 し、ホップへ の形 質 転 換 を行 なった。形 質 転 換 には表2に 示 した培 地(MSCO:ア グ ロ

バ クテリウムとの共 存 培 養 培 地 、MSRE:再 分 化 培 地 」!2MS:育 成 培 地)を 用 いた 。

MSREに おいて、50mg1Lの カル ベニシ リンを含 まiせたが 、これ はアグロバクテ リウムを感

染 させたカルスを二 週 間 おきに新 しい培 地 に移 す という条 件 下 においては 、再 分 化 効 率

に影 響 を与 えることなくアグロバクテ リウムを除 くのに有 効 であった。今 回 の トライアルであ

形 質 転 換 効 率 は196(供 試 組 織 切 片 数100→ 再 分 化 個 体1個 体)で あった が 、その 後

行 なった 同様 の実 験 における形 質 転 換 効 率 は最 大で5%で あった 。

得 られた1個 体 につ いて球 果 を着 生 するまで育成 した 。導 入 され た遺 伝 子 の 状 態 を調

べるために行 なったSouthernhybridizati。n解 析 の結 果 を図11-B、Cに 示す 。これ らの

結 果 か ら導 入 された遺 伝 子 は個 体 内 に2コ ピー存 在 し、インタクトな状 態 で組 み込 まれて

いるものと推 察 された。更 に各 組 織 につ いてGUS染 色 を行 ない、VPS遺 伝 子 上 流 域 の

プロモーター 活 性 とその組 織 特 異 性 について確 認 した(図12)。 この結 果 、単 離 したVPS

上 流 域 にはプロモーター領 域 が含 まれ ており、ルプリン腺 毛 に加 え葉 や茎 の 分 泌 腺 にお

いても機 能 しており、VPSプ ロモーター は分 泌 腺 特 異 的 プロモー ターであることが 示 された 。

即ち、VPS遺 伝 子 上 流 域 はルプリン腺 毛 における遺 伝 子 発 現 系 のプロモーター として利

用 出 来 ることがわ かった。
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まとめ

1.ル プリン腺 毛 で特 異 的 に発 現 す る遺 伝 子 をスクリーニングすることにより、苦 味 成 分

の 生 合 成 に関 与す るバ レロフェノンシンターゼ(VPS)遺 伝 子 を単 離 した。.

2.VPSが カルコンシンターゼと高 いホモロジーを持 つことから、VPSの カル コンシンター

ゼ活 性 について調 査 したところ、弱 い活 性 が検 出された 。これ はVPSが プレニルフラ

ボノイドの生 合成 にも関 与 している可 能 性 が あることを示 唆 している。またホップに は

VPS遺 伝 子 以 外 にもカルコンシンター ゼ様 遺 伝 子 が存 在 していることが 明 らか となっ

た。

3.VPSに 加 え、2種 類 のホップ 由来 カルコンシンター ゼ様 遺 伝 子(0月52、 σ月S3)を 単

離 した 。更 にこれ ら3遺 伝 子 およびチェコの グルー プによって単 離 され たCHS4、

0"3H1の5種 類 のCHS様 遺 伝 子 の発 現 産 物 の酵 素 活 性 を調 査 した。その結 果

バ レロフェノンシンターゼ活 性 を持 つもの はVPSとCHSH1の みであった。またVPS

とCHSH1は 共 にカルコンシンターゼ 活 性 も併 せ持 つが 、VPSの カル コンシンターゼ

活 性 の強 さはCHSH1に 比 べ がなり弱 いものであった。従 ってホップの 苦 味 成 分 の

生 合 成 にはVPSとCHSH1が 主 に関 わっており、プレニルフラボノイドの生 合 成 には

CHSH1が 主 に関わ っていることが推 察 された 。

4.精 油 成 分 の生 合 成 に関 わるファルネシル ピロリン酸 シンター ゼ遺 伝 子 を単 離 した。本

遺 伝 子 は 葉 、茎 、非 ルプリン画 分 、ルプリン画 分 の全 てにおいて発 現 が 見 られたもの

の 、精 油 成 分 の蓄 積 するルプリン画 分 においては特 に発 現 が強 く見 られた。

5.VPS遺 伝 子 上 流 域 を単 離 し、レポーター遺 伝 子 としてGUS遺 伝 子 を連 結 し、形 質 転

換 によりホップに導 入 す ることで 、単 離 した上 流 域 のプロモーター活 性 とその 組 織 特

異 性 を確 認 した。この結 果 、VPS遺 伝 子 上 流 域 はルプリン腺 毛 における発 現 系 のプ

ロモー ター として利 用 出来 ることがわか った。
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図2CHSL遺 伝子の組織特異的発現

発 現 組 織 特 異 性 はNorthemhyb肖dization解 析 に より確 認 した 。各 組 織 画 分 で泳 動 したtotaiRNA量

は 各5μgと した。葉 、お よび 茎 は 成 長 過 程 の 若 いもの を用 い た。非 ル プリン画分 およびル プ リン画 分

は 開花 後15日 程 度 の 球 果 より調 製 した。
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MSチ ャー ト(下)はHPLCチ ャー ト(上)の 皿のピー クのものを表している。=のピー クはVPS反 応 の反 応副 産物

であ る6-isopropyト 牛hydroxy-2-pyroneと 思 われ る(第2章 第3節 参 照)。
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図4マ ロニルCoAと イソバレリルCoAを 基質としたCHSLタ ンパクによる反応産物の同定

簿

MSチ ャー ト(下)はHPLCチ ャー ト(上)のIVの ピー クのものを表している。皿のピー クはVPS反 応 の 反応 副産 物

である6-isobuty」牛hydrbxy-2-pyroneと 思 われ る(策2章 第3節 参 照)。
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図5バ レロフェノンシンターゼのバレロフェノンシンターゼ活性とカルコンシンターゼ活性

反応 産 物 は 薄 層クロマトグラフィーを用 いて 同定 し、合 成活 性 は 反応 産 物 の放 射活 性 の 測 定 により求 め た 。

A:PlVP合 成 活 性(バ レロフェノンシンターゼ 活 性);[2」 ℃]mal。nyl℃ 。Aとisovaleryl-C。Aを 基 質とした。

B:ナ リンゲ ニンカルコン合 成活 性(カ ル コンシンター ゼ 活 性)i[2』Chalonyl一 ¢oAと ρ一〇〇umar。yl-CoAを 基 質 と

した。ナ リンゲニンカル コンは 自然 瑠 化 によリナ リンゲニ ンとして検 出され る。

C:PWP、 ナ リンゲニンカル コンの 合成 活 性 の 比 較

図 中(D、(腿)は そ れ ぞ れVPS反 応 の 反 応 副 産 物 で あ る6一(4-methyl-2一 。xopentyl>一4-hydr。xy-2-pyr。neと6-

is。butyト4hydr。)呼 一2-pyrone、(m)、(W)は そ れ ぞ れCHS反 応 の 反 応 副 産 物 で あ る炉c。umar。ylt舶ceticacid

lact◎ne(CTAL)とbisn。ryang。nin(BNY)と 思 わ れ る(第2章 第3節 参 照)。
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図6S。uthemhyb丙dizad。n解 析 によるホップゲノム中 の カル コンシンターゼ 様 遺 伝 子 の確 認

プロー ブに はバ レロフェノンシンターゼcDNAを 用 い、HighStmgencyとLowstmgencyの ふ た

つ のWash条 件 で解 析 を行 なった。
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表1各CHS遺 伝子の発現組綬特異性

遺伝子 葉 茎
蓼ドルフ.リン

画 分

ルプリン

画分

郷(粥1)

備2

鍬93

0肥4

傲9H1

±

±

十

±

±

陶

十

十

±

十

十

什

±

什

軸

発 現 組 織 特 異 性 はNorth』mhy国dizaゼ 。n解 析 お よびRT-PCRに よ り調 べ た。断 片 の 増 幅 程 度 か ら
一、± 、十、十 十の 四 段 階 に分 類 した 。

pooumaroyl-CoA/VPS

恥

ρ釦umaroyト 《沁A'CHS_H1

i80vab叫CoA'VPS

w

3b"

●

屯

38

一ブ劇 、

4a'

一 一 一 一

isovaleryl-CoAlCHS_Hl

zc

3bII4b

輌o》ab酬 一CoA'CHS2

2b

isovaleryl-CoA/CHS4

ze

図7malony←CoAと ρ一coumaroy←CoA/isovaloryl-CoAを 基 質 と した 、ホ ップ 由 来 各CHSホ モ ロ グ に よる

反 応 産 物 のHPLC分 析

2a;8NY,3a;CTAL,4a,書r旧 補ngonin,2b;6・ →50b晦1-4hydroxy-2rpyrone,3b;6一(4r腕e廿tyト2・6

0xopentyl>一4刷hydroxy-2rpyrone,4b;Pr》P.
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図8単 離したファルネシルピロリン酸シンターゼ遺伝子の発現産物におけるファルネシルピロリン酸シンターゼ

活性の検出

基質としてDMAPPと[14C]:PPを 用いた。コントロールは発現産物の代りに蒸留水を用いた。反応産物はアルカ

リフォスファターゼで処理してアルコール体とし、TLCシ リカプレートによる薄層クロマトグラフィーにより検出した。

ゲラニオールおよびファルネソールの標準品の位置を矢印で示した。

ダ試
μ沸

(kbp)

iil}

i肇噸 噌

図9フ ァルネシルピロリン酸シンターゼ遺伝子の組織特異的発現

発 現 組 織 特 異 性 は葉 、茎 、非 ル プリン画 分 、ル プリン画 分 の 全RNA(各10μg)を 用 い 、Northem

hybridizati。n解 析 に より確 認 した。プ ローブ には ファル ネ シル ピロリン酸シ ンター ゼ 遺伝 子 のcDNAを 用 い た。
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図10バ レロフェノンシンターゼ遺伝子の上流領域のクローニングと塩基配列

(A)VPS遺 伝 子 上 流 域 およびVPS構 造遺 伝子 の クローニング戦 略 。1nversePCRに よリクローニング を行 なった 。ドッ

トで示 され た頒域 は構 造 遺伝 子 の エクソン部 分 を示 す 。番 号 は(B)に 示 された塩 基 配 列 の 位置 番 号 に相 当す る。

(B)開 始 コドン付 近のVPS遺 伝 子 上流 域 の 塩 基 配 列 。H-b。x様 配 列 を四 角で 囲ん でいる。またG-b。xの コア配 列 で

あるACGTの 配 列 には 二重 線 を引 いた。TATAシ グナル と思 わ れ る配 列 に は下 線 を引いた 。=【vertedRepoatと

DirectRepeatは 矢 印で示 した 。

表2形 質転換ホップ作出に用いた各培地におけるMSsa忙s強 度および添加物

Medium

MSsaltsIAA2iPAcetosyringonCarKm
strength(mg/L)(mg/L)(mg/L)(mg/L)(mg/L)

MSCO 1 50

MSRE 1 0.025 3.0 50 25

1/2MS 1/2 25

MSsalts;MurashigeandSkoogsalts,IAA;3-indoleaceticacid,2iP;

NB一(2-isopentenyl)adenine,Car;carbenicillin,Km;kanamycin

基本培地として2%グ ルコースをC源 とした改変MS培 地を使用。
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図11得 られた 形 質 転 換 体 のS。uthemhyb㎡diza廿on解 析 に よる導 入 遺 伝 子 の確 認

(A)導 入したベクターpVGUS1と プローブとして用いた領域

(B)1種 類の制限酵素で消化したサザン解析結果
(C)Eco団 と他の制限酵素による二重消化によるサザン解析結果

蟹

駿

、

滋

図12pVGUS1を 導 入 した 形 質転 換 ホップのGUSア ッセイ

(A)非 形 質 転 換体(cv.Saazer(Osvald'solone72))の 内 苞 よびル プリン腺 毛(:コン トロー ル)(B)形 質 転 換 体 の 内

苞 お よび ル プりン腺 毛(C)非 形 質 転 換 体 の葉(D)形 質転 換体 の 葉(E)非 形 質 転 換 体 の 茎(F)形 質 転 換 体 の茎
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論 文 審 査 結 果 要 旨

ホップ(伽 脚Z粥 伽 蜘 ∫ム)は アサ科に属する雌雄異株の多年生蔓植物である。その雌株だけに着

生する球果中に存在するルプリン腺毛に蓄積 している苦味成分や精油成分は,ビ ールの苦味成分,香

り成分 として,ま たプレニル フラボノイ ドはその抗癌作用などの薬理活性か ら,ホ ップ育種における

重要な育種ターゲットのひ とつ となっている。形質転換技術や分子選抜技術を利用 した育種技術の開

発は,こ れ らの成分をターゲッ トとしたホ ップ育種を効率化する上で重要である。本博士論文では,

これ らの成分をターゲットとした形質転換技術や分子選抜技術 を用いた育種技術開発 を目指 し,そ の

基盤作 りを行なった。

最初に,カ ルコンシンターゼ様遺伝子であり苦味成分の前駆体の合成に関わるバ レロフェノンシン

ターゼ遺伝子(VPS遺 伝子)を 単離し,本遺伝子がルプリン腺毛で特異的に発現していることを示した。

またVPSが,微 弱ではあるがプレニルフラボノイ ドの前駆体であるナ リンゲニンカルコンの合成を触

媒するカルコンシンターゼの活性を併せ持つことを明らかにした。更に同じくカルコンシンターゼ様

遺伝子であるCHS2遺 伝子およびCHS3遺 伝子を単離 し,こ れ らの発現産物 と,チ ェコのグループに

より単離 されたCHS4遺 伝子 とCHSHI遺 伝子のふたつのカル コンシンターゼ様遺伝子の発現産物 と

の酵素活性を比較す ることにより,ホ ップにおいて苦味成分の生合成にはVPS遺 伝子 とCHSH1遺 伝

子が大きく寄与 してお り,ま たプレニルフラボノイ ドの生合成にはCHSH1遺 伝子が大きく寄与 して

いることを示 した。'

次に本研究者は精油成分の生合成に関わる遺伝子の単離を試みた。本博士論文においては精油成分

生合成系の源流の反応を触媒 し,且 つ他植物か らの情報も多 く利用出来るファルネシル ピロリン酸シ

ンターゼ遺伝子を単離し,本遺伝子がVPS遺 伝子 と同様ルプリン腺毛で強く発現 していることを示 した。

最後に本研究者は,形 質転換技術によるルプ リン腺毛中成分の改良を行なう上で必要不可欠である

ルプ リン腺毛における遺伝子発現系を構築 した。ここで本研究者はルプリン腺毛で特異的に発現する

VPS遺 伝子のプロモーターを利用す ることを検討し,VPS遺 伝子の上流域の単離を行なった。更に単

離 した上流域がプロモーター活性を持つ ことを確認する為に,レ ポーター遺伝子 としてβ一グルクロ

ニダーゼをコー ドす るUIDA遺 伝子を連結 し,こ れをホ ップに形質転換することで,GUS染 色による

確認を行なった。この結果,単 離したVPS遺 伝子の上流域にはプロモーター領域が含まれ,こ のVPS

プロモーターをルプリン腺毛における遺伝子発現系として利用することが可能であることを示 した。

本博士論文で単離された遺伝子および得 られた知見は,今 後苦味成分や精油成分,プ レニル フラボ

ノイ ドをターゲットとした形質転換技術や分子選抜技術を用いた育種技術開発を行な う上で,重 要な

ツール,情 報 となる。即ち,本 博士論文はホップ育種の基盤作 りに貢献 したもので,審 査員一同は,

本研究者に博士(農 学)の 学位を授与するのに値するものと認定 した。
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