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大豆イソフラボンの生合成に関わる酵素たん白質を

コードする遺伝子の発現解析
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ABSTRACT

Isoflavones of leguminous plants are biosynthesized from the general flavonoid
precursors (flavanones) by the action of 2-hydroxyisoflavanone synthase (IFS) and 2-
hydroxyisoflavanone dehydratase (HID).  In soybean, IFS cDNAs (IFS1 and IFS2) have
already been identified, but genes/enzymes of HID have not been characterized.  In
this study, a cDNA encoding HID of soybean was cloned, and the relationship between
production of isoflavones and expression of the genes of the pathway was analyzed.
Using the sequence information of cDNA of an HID producing 4'-methoxylated
isoflavone (formononetin) of licorice (Glycyrhhiza echinata, Fabaceae), an HID cDNA
was cloned from soybean seedlings by reverse transcription (RT)-PCR.  Recombinant
soybean HID protein expressed in E. coli had a broad specificity and produced both 4'-
hydroxylated and 4'-methoxylated isoflavones from 2-hydroxyisoflavanones.
Expression of genes encoding enzymes involved in isoflavone biosynthesis was also
analyzed by RT-PCR.  IFS1, IFS2 and HID mRNAs were expressed in soybean
seedlings.  In seedlings, accumulation of isoflavones, genistein, daidzein glycitein, and
expression of IFS1 and HID mRNAs were coordinately elevated.  Breeding of soybeans
producing high levels of isoflavones based on the gene expression information will be
expected in the future.  Soy Protein Research, Japan 8, 24-29, 2005.
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イソフラボノイドは主にマメ科植物に含まれ，抗菌物

質（ファイトアレキシン）や共生シグナルとして，マメ
科植物の生育にきわめて重要な役割を果たしている1, 2)．

またイソフラボン類は，ヒトに対して疾病の予防に役

立つ活性を示し，健康補助食品として注目されている．

イソフラボンはイソフラボノイド系の初期の段階でつ
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くられる化合物である．イソフラボン生合成系の最も

特徴的な酵素は，シトクロムP450の2-ヒドロキシイソ

フラバノン合成酵素（IFS）で，これは植物全般に存

在するフラボノイド化合物（フラバノン）から，1, 2-

アリル基転位を伴うヒドロキシル化によりイソフラボ

ノイドの骨格（2-ヒドロキシイソフラバノン）を構築

する（Fig. 1）．IFS cDNAはこれまでにマメ科のカン

ゾウ（Glycyrrhiza echinata），大豆，ミヤコグサ

（Lotus japonicus）からクローニングされている3～6)．

大豆では，引き続く2-ヒドロキシイソフラバノン脱水

酵素（HID）による反応で，4'-ヒドロキシ型イソフラ

ボンのgenisteinやdaidzeinが生合成される（Fig. 1）．

マメ科カンゾウ（Glycyrrhiza echinata）培養細胞をエ
リシターの酵母抽出物で処理すると，イソフラボノイド系

が活性化され，4'-メトキシ型イソフラボンformononetin

を経由してファイトアレキシンのmedicarpinを蓄積する

（Fig. 1）7)．私たちは最近formononetinが，IFS産物の

メチル化と引き続く脱水反応で生合成されることを明ら

かにし，カンゾウから2-ヒドロキシイソフラバノン4'-O-

メチル基転移酵素（HI4'OMT）cDNAとHID cDNAをク

ローニングした8～10)．HIDはカルボキシルエステラーゼ

のモチーフを持つたん白質で，人工基質p-nitrophenyl

butyrateに対する加水分解活性も示す．大腸菌系で発

現させたカンゾウHID（HIDM）たん白質はformononetin

前駆体（2, 7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavanone）に対

して高い特異性を示し，4'-ヒドロキシ型イソフラボン

前駆体（2, 7, 4'-trihydroxyisoflavanone，2, 5, 7, 4'-

tetrahydroxyisoflavanone）に対する活性はほとんど

示さなかった10)．

大豆では主に4'-ヒドロキシ型のイソフラボンを蓄積す

ることが知られ，大豆にはカンゾウHIDMとは基質特

異性の異なるHIDが存在すると予想される．本研究で

は，カンゾウHIDMの配列情報をもとに大豆からHID

cDNAを取得し，異種細胞系で発現させたたん白質を

用いて酵素機能を同定した．また大豆でのイソフラボン

系酵素遺伝子の発現とイソフラボン蓄積の相関を調べた．

方　　　　法

化学物質

Daidzein，genistein，formononetinはExtrasynthèse

から，glyciteinは和光純薬工業株式会社から入手

し た ． 2, 7, 4'-Trihydroxyisoflavanone， 2, 7-

dihydroxy-4'-methoxyisoflavanone，2, 5, 7, 4'-

tetrahydroxyisoflavanoneは既報に従って調製し

た3, 9, 10, 11)．

植物材料

大豆種子（Glycine max (L.) Merr. cv. Mikawashima，
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Fig. 1. Isoflavonoid biosynthesis in leguminous plants.  Abbreviations: HID, 2-hydroxyisoflavanone dehydratase;
HI4'OMT, 2-hydroxyisoflavanone 4'-O-methyltransferase; IFS, 2-hydroxyisoflavanone synthase.  HIDH is
the HID protein of soybean showing a broad substrate specificity to 4'-hydroxylated and 4'-methoxylated 2-
hydroxyisoflavanones.  HIDM is Glycyrrhiza echinata HID protein with a high specificity to 4'-methoxylated
2-hydroxyisoflavanone.
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株式会社トーホク）を水に48時間浸した．その後培養

土に播種し，明所16時間/暗所８時間，25℃の条件下

で栽培した．播種後４，６，７，８，10日目に実生を

回収し，－80℃で保存した．また播種後30日目の植物

体から葉と根を回収し，－80℃で保存した．

大豆粗酵素液の調製

播種後７日目の大豆実生（10 g）に10 mLバッファー

［100 mM K-Pi buffer (pH 7.5)，10% sucrose and 14 mM

2-mercaptoethanol］を加え，乳鉢上で破砕した．ガー

ゼでろ過後，ろ液を10,000 gで10分間遠心分離した．

上清をDowex 1-X2で処理し，硫酸アンモニウムを用い

て分画した．30％～80％硫酸アンモニウム飽和画分を

Sephadex G-25カラムで脱塩し，上記のバッファーに

溶解してアッセイに用いた（約600μgたん白質/mL)．

アッセイ

2, 7, 4'-Trihydroxyisoflavanone，2, 7-dihydroxy-

4'-methoxyisoflavanoneま た は 2, 5, 7, 4'-

tetrahydroxyisoflavanone（ 各 5 nmol） を 2-

methoxyethanol（2μL）に溶解し，酵素液を加えて

（総量 100μL）30℃で10分間インキュベートした．反

応液を酢酸エチルで抽出し，高速液体クロマトグラフ

ィー（H P L C）で分析した．D a i d z e i nおよび

formononetinは既報に従い分析した9)．Genisteinは，

Capcell pak C18 MGカラム（4.6×150 mm，資生堂フ

ァインケミカル株式会社）を用いて50％メタノール水

溶液で分析した（40℃，0.8 mL/min）．

大豆HIDHのカルボキシルエステラーゼ活性は，750

nmol p-nitrophenyl butyrateを含む50 mM Tris-HCI

buffer（pH 9.0）1.5 mL中でHIDHをインキュベートし，

吸光度400 nmにおけるp-nitrophenolの生成速度から

算出した12)．

大豆HID cDNA（HIDH）のクローニングと大腸菌での

発現

播種後７日目の実生からtotal RNAを調製し，cDNA

を合成した．大豆expressed sequence tag（EST）配列

（accession no. TC98460）をもとにNdeIまたはBamHI

部位を含む２種のプライマーを作成し，cDNAを鋳型と

してreverse transcription (RT)-PCRを行った．増幅産

物（HIDH）をpT7Blue T-vector（Novagen）に組み

込み，塩基配列を決定した．大豆HIDH cDNAのNdeI-

BamHI断片を大腸菌発現ベクターpET28a（Novagen）

の対応する部位にサブクローニングした．大豆HIDH
たん白質の発現および精製は，既報に従った9)．

イソフラボン分析

大豆（実生，葉，根）を破砕し，メタノールで抽出

した．抽出物を乾固後，1 M塩酸-メタノール溶液を加

え，沸騰水浴上で１時間酸加水分解処理を行った．そ

の後抽出物を乾固させ，メタノールを加えてHPLCで

分析した．HPLCはTSK-Gel ODS-80TM（4.6×150

mm，東ソー株式会社）を用いた．溶出溶媒にはアセ

トリルと水を用い，40分の間にアセトニトリル濃度が

10％から60％になるように直線グラジエントで溶出さ

せた（40℃，0.8 mL/min）．

RT-PCR解析

大豆（実生，葉，根）よりtotal RNAを調製し，

cDNAを合成した．RT-PCRには大豆IFS1，IFS2，

HIDH cDNAから設計したプライマーを使用した．PCR

反応は94℃１分間の変性の後，94℃１分，55℃１分，

72℃ １分の反応を25～35サイクル繰り返した．反応

液を1.2％（w/v）アガロースゲルの電気泳動で分離し，

臭化エチジウムで染色した．

結　　　　果

大豆粗酵素液中のHID活性

播種後７日目の大豆（品種，三河島）の実生から粗

酵素液を調製し，HID活性の検出を行った．大豆粗酵

素液では2, 7, 4'-trihydroxyisoflavanoneからdaidzeinを,

また2, 5, 7, 4'-tetrahydroxyisoflavanone からgenistein

を生成する活性が検出された（Table 1）．さらに2, 7-

dihydroxy-4'-methoxyisoflavanoneからformononetinを

生成する活性も検出された（Table 1）．大豆粗酵素液

Table 1. Specific HID and carboxylesterase activities of the soybean cell-free extract and recombinant protein

Substrate

2,5,7,4'-Tetrahydroxyisoflavanone b

2,7,4'-Trihydroxyisoflavanone b

2,7-Dihydroxy-4'-methoxyisoflavanone b

aMean ± SD from three independent experiments.  bSpecific activities were determined using 100μM substrate.
cNot examined.

p-Nitrophenyl butyrate

Protein
HIDH

Relative %

100
40
16

Cell-free extract
Activity a

(pkatal/mg)
Relative %

Activity a

(nkatal/mg)
550± 24 100 110± 10
190± 19 35 44± 8
100± 10 18 18± 4.2
─ c 0.73± 0.10

Product

Genistein
Daidzein
Formononetin
p-Nitrophenol
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ではgenistein生成活性が最も高かった．Daidzeinと

formononetinの生成活性はgenistein生成活性と比較す

ると，それぞれ35%，18%程度であった（Table 1）．

大豆HID cDNA（HIDH）のクローニングと機能解析

大豆ESTデータベース（http://www.tigr.org/tdb/

tgi/gmgi/）にはカンゾウHIDMとアミノ酸レベルで

80%の同一性を示すクローン（ accession no.

B M 1 7 7 1 9 4）と，6 0％の同一性を示すクローン

（accession no. TC98460）が存在した．BM177194は5'-

末から約500塩基を含む断片であった．TC98460は開

始コドンおよび終止コドンを有していた．大豆実生か

らRT-PCRによりTC98460のコード領域をクローニン

グし，HIDH（2-hydroxyisoflavanone dehydratase

hydroxy type）と命名した（DDBJ accession no.

AB154415）．

ヒスチジンタグを付加したHIDHたん白質を大腸菌

で発現させて精製し，2-ヒドロキシイソフラバノンに

対する活性を測定した．大豆粗酵素液での活性と同様

に，対応する 2 -ヒドロキシイソフラバノンから

genistein，daidzein，formononetinを生成する活性が

検出された（Table 1）．各基質に対する相対活性は粗

酵素液中の相対活性とほぼ同じだった．また大豆

HIDHは，活性は低いものの人工基質p-nitrophenyl

butyrateの加水分解活性も示した（genistein生成活性

の約1/150の活性）．

大豆のイソフラボン分析

大豆成分をメタノールで抽出して酸加水分解処理を

行い，イソフラボンアグリコンをHPLCで分析した．

播種後４，６，８，10日目の実生では，4'-ヒドロキシ

型イソフラボンのdaidzein，genistein，glyciteinが検

出された（Fig. 2）．本条件下では，播種後６日目に発

芽がはじまり，幼根が生じた．実生の総イソフラボン

量は，播種後６日目（600μg/g fresh weight）に一過

的に増加し，その後減少した．

播種後30日目の植物体から根と葉を調製し，器官特

異的なイソフラボンの蓄積を調べた（Fig. 2）．根では

genistein，daidzeinが検出されたが，glyciteinは検出

されなかった．一方葉には genistein, daidzein,

glyciteinが含まれていた．さらに葉では4'-メトキシ型

イソフラボンのformononetin（ca. 8μg/g fresh weight）

が検出され，大豆では器官特異的に蓄積するイソフラ

ボン化合物があることがわかった．

イソフラボン生合成系遺伝子の発現解析

大豆では２種類の IFS cDNA［ IFS1 (DDBJ

accession no. AF195818)，IFS2 (DDBJ accession no.

AF195819)］が同定されている5, 13, 14)．IFS1，IFS2，

HIDH配列をもとに特異的プライマーを作成し，RT-

PCRにより各遺伝子の発現を検討した．

実生では，IFS1，IFS2，HIDH遺伝子の発現が確認

された（Fig. 3）．IFS1とHIDHは，総イソフラボン量
の増加に伴い，播種後６日目に発現量が増加した．ま

た葉と根でもIFS1，IFS2，HIDHの発現が確認された．

Fig. 3. RT-PCR analysis of genes encoding enzymes
involved in isoflavone biosynthesis of soybean.
The quantity of each template for PCR was
adjusted to equal amplification of actin cDNA.
PCR cycles: IFS1, 35 cycles; IFS2, 35 cycles;
HIDH, 30 cycles; actin, 25 cycles.
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考　　　　察

大豆からHIDをコードする遺伝子を取得した．大腸

菌系で発現したHIDHは4'-ヒドロキシ型，4'-メトキシ

型の2-ヒドロキシイソフラバノン両化合物を基質と

し，カンゾウHIDMとは異なる基質特異性を示した．

各基質に対する活性の比率は大豆粗酵素液で検出され

た活性の比率とほぼ同じであり，HIDHは大豆イソフ

ラボン生合成に関与していると推定される．

大豆IFS1，IFS2遺伝子は器官特異的に発現するこ
とが知られ13, 14)，発現制御機構が異なることが示唆さ

れている．実生では総イソフラボン量の増加に伴い

IFS1，HIDH遺伝子の発現量が増加し，蓄積とイソフ

ラボン系遺伝子の発現の間に相関が見られた．実生で

はIFS1，HIDH遺伝子がイソフラボン生合成に重要な

役割を果たしていると推察される．興味深いことに大

豆の葉では4'-ヒドロキシ型イソフラボンとともに

formononetinが蓄積していた．大豆ESTデーターベー

スには，カンゾウHI4'OMTと80%の同一性を示す配列

(accession no. TC101829）が登録されている．今後大

豆イソフラボン系遺伝子をさらに明らかにするため

に，HI4'OMT cDNAのクローニングと機能解析が必要

である．また今後は，大豆でのイソフラボン蓄積機構

の解明や，遺伝子発現情報を利用したイソフラボン高

生産株のスクリーニングなどへの展開が期待される．

要　　　　約

マメ科のイソフラボンは，一般フラボノイド（フラバノン）から2-ヒドロキシイソフラバノン合

成酵素（IFS）と2-ヒドロキシイソフラバノン脱水酵素（HID）による反応で生合成される．大豆で

は２種のIFS cDNA (IFS1, IFS2)がすでに同定されているが，HID をコードするcDNAは未同定であ

った．本研究では，大豆のイソフラボン系酵素cDNAを同定し，酵素遺伝子の発現とイソフラボン

蓄積の相関を調べた．はじめに，マメ科カンゾウ由来のHID cDNA (HIDM) 配列をもとに，大豆実

生からHIDをコードするcDNA (HIDH) をRT-PCRで取得した．大腸菌系で発現させた大豆HIDHた

ん白質は，カンゾウHIDMとは異なる基質特異性を示し，大豆特有のイソフラボンの生合成に関与

することがわかった．また大豆からtotal RNAを抽出し，RT-PCRでイソフラボン系遺伝子の発現を

解析すると，実生ではIFS1，IFS2，HIDH遺伝子が発現していた．実生ではイソフラボンgenistein

daidzein，glyciteinの蓄積量の増加に伴い，IFS1とHIDH遺伝子の発現量が増加し，遺伝子発現と
成分蓄積の間に相関があることがわかった．今後は，大豆でのイソフラボン蓄積機構の解明や，遺

伝子発現情報を利用したイソフラボン高生産株のスクリーニングなどへの展開が期待される．
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