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S h o r t R e p o r t

カフェイン生合成系酵素群の分子進化

カフェイン生合成系酵素はモチーフ B’メチルトランスフェラーゼファミリーに属する
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序文

カフェイン（1,3,7-トリメチルキサンチン）とテ

オブロミン（3,7-ジメチルキサンチン）は良く知ら

れているプリンアルカロイドの一種で，コーヒー，

チャ，コーラ，ガラナ，マテ，およびカカオなど

限られた植物に含まれる．カフェイン生合成経路

で働く酵素は，モチーフ B’メチルトランスフェ

ラーゼファミリーに属する，基質特異的な N-メチ

ルトランスフェラーゼ（N-メチル化酵素）である．

カフェインのようなプリンアルカロイド含有植

物の持つカフェイン生合成経路は，それらの酵素

遺伝子がそれぞれの植物種で平行進化的に獲得・

発展してきたと考えられる．今回それら酵素遺伝

子が，近縁にあたるカルボキシメチルトランスフ

ェラーゼファミリーと，モチーフ B’メチルトラ

ンスフェラーゼファミリーの中でどのような位

置づけになるのか考察した．

方法

本研究室で単離した遺伝子の塩基配列の解析

は秋田県立大学バイオテクノロジーセンターに

依頼した．相同性検索等の遺伝子解析には，

MacVector（CeresBioscience; www.ceresbio.co.jp）
および GENETYX-Mac（（株）ゼネティックス，

東京）を用いた．分子系統樹は，近隣結合法

（ NJ 法 ） に 基 づ い て ， ゲ ノ ム ネ ッ ト

（http://www.genome.jp/tools/clustalw/）の ClustalW
用いて作成した．それぞれの配列データは以下の

ものを用いた．アラビカコーヒーCoffea arabica
CmXRS1(AB034699)，アラビカコーヒーC. arabica
CTS1(AB034700)，アラビカコーヒーC. arabica
CCS1(AB086414)，アラビカコーヒーC. arabica
CTgS1(AB054842) ， チ ャ Camellia sinensis
TCS1(AB031280)，イラワジェンシス種チャ C. 
irrawadiensis ICS1(AB056108)， ココアチャ C. 
ptilophylla PTS1(AB2078170) ，ヤブツバ キ C. 
japonica CjCS1(AB297451) ，ココア Theobroma 
cacao BTS1(AB096699)，ガラナPaullinia cupana var. 
sorbilis PcCS(BK008796) ， ベ ラ ド ンナ Atropa 
belladonna AbSAMT(AB049752)，キンギョソウ
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種で，コーヒー，チャ，コーラ，ガラナ，マテ，およびカカオなどに含まれる．カフェイン生合成経路はモチーフ B’メチルトランス
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含有植物におけるカフェイン生合成経路はそれらの酵素遺伝子を持つ植物間で平行進化的に獲得されていたと考えられる．今回，そ

れら酵素遺伝子がモチーフ B’メチルトランスフェラーゼファミリーの中で，どのような位置づけになるのか考察した．
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Antirrhinum majus AmSAMT(AF515284)，キンギョ

ソウ A. majus AmBAMT(AF198492)，シロイヌナズ

ナ Arabidopsis thaliana AtBSMT1(BT022049)，シロ

イヌナズナ A. thaliana AtGAMT1(NM118775)，シ

ロイヌナズナ A. thaliana AtIAMT(AK175586)，シ

ロイヌナズナ A. thaliana AtJAMT(AY008434)，サ

ンジソウ Clarkia breweri CbSAMT(AF133053)，タ

バコ Nicotiana gossei NgNAMT(GU169286)，タバコ

N. suaveolens NsBSMT(AJ628349) ，イネ Oryza 
sativa OsBSMT1(XM467504) ， イ ネ O. sativa 
OsIAMT1(EU375746)，トウモロコシ Zea mays 
ZmAAMT(NM001195208). 
  

結結果果とと考考察察  

 
カカフフェェイインン 
プリンアルカロイドの一種であるカフェイン

（1,3,7-トリメチルキサンチン）とテオブロミン

（3,7-ジメチルキサンチン）はコーヒー，チャ，コ

ーラ，ガラナ，マテ，およびカカオなどに含まれ

ることで良く知られている（Ashihara and Crozier, 
1999）．主要な生合成経路を図 1に示した（Ashihara 
and Crozier, 1999）．チャやコーヒーにおけるこの

生合成経路は基質特異性の高い N-メチルトラン

スフェラーゼによって触媒される（Kato et al., 
1999; Kato et al., 2000; Mizuno et al., 2003a; Mizuno 
et al., 2003b; Uefuji et al., 2003）．植物におけるカ

フェイン生合成はプリン塩基のメチル化によっ

て制御されていると考えられる（Fujimori et al., 
1991）．カフェイン生合成における N-メチルトラ

ンスフェラーゼの役割は，チャ葉から抽出した粗

酵素液を用いた実験ではじめて報告された

（Suzuki et al., 1976）．チャやコーヒーの N-メチ

ルトランスフェラーゼは非常に不安定であり，そ

のためその酵素の精製は困難を極める．Kato ら

（1999）はチャ若葉からカフェイン生合成に関与

する S-アデノシルメチオニン依存性の N-メチル

トランスフェラーゼの高純度精製に世界ではじ

めて成功した．この酵素をカフェインシンターゼ

（EC 2.1.1.160）と命名した．カフェインシンター

ゼはモノメチルまたはジメチルキサンチンの 1-

N-および 3-N-のメチル化を触媒する．モノまたは

ジメチルキサンチンの中で，パラキサンチンが最

もよい基質であった．カフェインシンターゼの基

質としてジメチルキサンチンを用いた場合，パラ

キサンチンが最もよい基質であり，次いでテオブ

ロミンであった．３種類のモノメチルキサンチン

のうち，7-メチルキサンチンの 3-N-メチル化を好

んで触媒する．しかし，カフェイン生合成経路中

でパラキサンチンを経由するのはマイナーな反

応経路と考えられている（Kato et al., 1999）．  

 
カカフフェェイインンシシンンタターーゼゼ 

チャ葉由来カフェインシンターゼ遺伝子は

TCS1 と名づけられ，1,438 塩基対から成り 369 ア

ミノ酸残基をコードしている（Kato et al., 2000）．
TCS1 の単離はプリンアルカロイド生合成に関係

する遺伝子の研究の突破口となった．TCS1 の塩基

配列情報を用いてアラビカコーヒー（Coffea 

図１ カフェインおよびテオブロミンの生合

成経路 

実線の矢印は主要な，破線の矢印は非主流の生

合成経路を示す． 
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arabica）より同様の機能を有する酵素遺伝子の単

離に成功した．コーヒー由来の遺伝子の組換え型

酵素を用いた研究でカフェイン生合成に関わる

３種類のメチルトランスフェラーゼを見いだし

た．CCS1，CtCS7 および CaDXMT1 は TCS1 に類

似の活性を有し（Mizuno et al., 2003a; Uefuji et al., 
2003），CmXRS1 と CaXMT は 7-メチルキサント

シンシンターゼ（EC 2.1.1.158）遺伝子として見い

だされた（Mizuno et al., 2003b; Uefuji et al., 2003）． 
7-メチルキサントシンシンターゼはキサントシン

の 7-N 位のメチル化に特異的で，キサンチンや他

のモノメチルキサンチンあるいは時メチルキサ

ンチンを基質に取らない．カネフォラコーヒー

（Coffea canephora）の 7-メチルキサントシンシン

ターゼはヌクレオシダーゼ活性も有し，7-メチル

キサントシンから 7-メチルキサンチンを生じる

反応も触媒するとの報告があるが（McCarthy and 
McCarthy,2007），Uefuji ら（2003）はその活性は，

組換え型粗酵素と精製した組換え型酵素の両方

で大腸菌由来の抽出物中に含まれるヌクレオシ

ドホスホリラーゼの存在による可能性を示唆し

ている．近年，McCarthy と McCarthy（2007）によ

る検証の結果，7-メチルキサントシンシンターゼ

の主生成物は7-メチルキサンチンではなくて7-メ
チルキサントシンであると報告している

（Ashihara et al., 2017）．実際，我々の検証におい

ても精製した組換え型酵素では 7-メチルキサン

チンではなくて 7-メチルキサントシンを生じる

ことを確認している．このように，N-メチルキサ

ントシンヌクレオシダーゼは，チャと同様コーヒ

ーにおいても独立して存在すると考えられる． 
CTS1，CTS2，CaMXMT1，および CaMXMT2 はテ

オブロミンシンターゼ（EC 2.1.1.159）遺伝子であ

り，テオブロミンを生成する唯一の基質として 7-
メチルキサンチンをとる（Mizuno  et al., 2003b; 
Ogawa et al., 2001）．さらに近年，Mizuno らはプ

図２ モチーフ B’メチルトランスフェラーゼファミリーの分子系統樹 

カッコ内に基質を示した．基質の略号は以下のとおりとする．XR，キサントシン；7mX，7-メ

チルキサンチン；Tb，テオブロミン；NA，ニコチン酸；SA，サリチル酸；BA，安息香酸；JA，

ジャスモン酸；GA，ジベレリン酸；IAA，インドール酢酸；AA，アンスラニル酸． 
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リンアルカロイドの生合成を司る酵素群と近縁

の機能を有するトリゴネリンシンターゼをコー

ドするパラログ遺伝子，CTgS1 と CTgS2 の単離に

成功した（Mizuno et al., 2014）． 
 
モモチチーーフフ BB’’メメチチルルトトラランンススフフェェララーーゼゼフファァミミリリ

ーーににカカフフェェイインンシシンンタターーゼゼはは属属すするる 
カフェインシンターゼとテオブロミンシンタ

ーゼ，7-メチルキサントシンシンターゼはモチー

フ B’メチルトランスフェラーゼファミリーに属

する．これはアミノ酸配列中にモチーフ B’と

YFFF 領域を持ち，SABATH ファミリーとも称さ

れる（D’Auria et al., 2003）．S-アデノシルメチオ

ニン（SAM）の結合に関わる 3 ヶ所の保存領域，

モチーフ A，B，および C は，多くの植物由来の

SAM-依存性 O-メチルトランスフェラーゼが有す

るとして既に報告がある（Joshi and Chiang, 1998）．
しかしながら我々の解析の結果，モチーフ B’と

YFFF 領域は本酵素ファミリーに特徴的であり，

カフェインシンターゼ類酵素もこれに新たに属

する酵素の一つである（Kato and Mizuno, 2004）．

モチーフ B’メチルトランスフェラーゼファミリ

ーの中で最初に解析されたのが，サンジソウ

（Clarkia breweri）由来サリチル酸カルボキシメチ

ルトランスフェラーゼ（CbSAMT）である（Ross 
et al., 1999; Zubieta et al., 2003）．CbSAMT のアミ

ノ酸配列は CCS1 のそれと約 40％の相同性を示

す．モチーフ B’メチルトランスフェラーゼファ

ミリーの多くの酵素は，カルボキシル基を持つメ

チル基受容体となる基質への SAM を用いた低分

子メチルエステル化物の生成を触媒する．例えば，

このファミリーに属するカルボキシメチルトラ

ンスフェラーゼは，安息香酸メチルトランスフェ

ラーゼ（BAMT）（Dudareva et al., 2000），ジャス

モン酸カルボキシメチルトランスフェラーゼ

（JAMT）（Seo  et al., 2001），インドール酢酸メ

チルトランスフェラーゼ（IAAMT）（Zhao et al., 
2008），ジベレリンメチルトランスフェラーゼ

（GAMT）（Varbanova et al., 2007），アンスラニ

ル酸メチルトランスフェラーゼ（AAMT）（Köllner 
et al., 2010）などが知られている．このファミリー

に属する N-メチルトランスフェラーゼの基質は

知られている中ではプリンアルカロイド

（Ashihara et al., 1999; Ashihara et al., 2017; Fujimori 
et al., 1991; Ishida et al., 2009; Kato et al., 1999; Kato 
et al., 2000; McCarthy and McCarthy, 2007; Mizuno et 
al., 2003a; Mizuno et al., 2003b; Ogawa et al., 2001; 
Schimpl et al., 2014; Suzuki et al., 1976; Uefuji et al., 
2003; Yoneyama et al., 2006）とニコチン酸（Mizuno 
et al., 2014）に限定されている．モチーフ B’メチ

ルトランスフェラーゼファミリーの分子系統樹

を図２に示した．その結果からコーヒー，チャ，

カカオ，およびガラナにおけるカフェイン生合成

に関わる酵素が，互いに平行進化的に生じたと推

測された． 
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The Molecular Evolution of Caffeine Biosynthetic Enzymes
Caffeine biosynthetic enzymes belonging to the motif B’ methyltransferase family
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Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) and theobromine (3,7-dimethylxanthine) are well-known purine alkaloids in Coffea, Camellia, Cola, Paullinia, 

Ilex, and Theobroma spp. The caffeine biosynthetic pathway depends on the substrate specificity of N-methyltransferases, which are members of 

the motif Bʹ methyltransferase family. The caffeine biosynthetic pathways in purine alkaloid-containing plants might have evolved parallel to one 

another, which is consistent with the different catalytic properties of the enzymes involved in these pathways. In this paper, we discuss how these 

enzyme genes evolved in the motif B' methyltransferase family.
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