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示Fftl 文 内 容 の 要 旨

マツの心材成分であるピノシルビンはファイトアレキシンとしても知られ,強力な殺線虫活性を保持する｡ ピノシルビン

はシンナモイルCoAに3分子のマロニルCoAが順次縮合 してテ トラケタイド鎖が構築され,アル ドール縮合による閉環

に至るまでの多段階反応を経て形成される｡ スチルベン合成酵素 (STS)は,単一でこの多段階反応を連続的に触媒 し,

ピノシルビンを生成する｡ そのため,STSは植物の防御を司っているともいえる｡ また,STSはフラボノイド生合成の鍵

酵素であるカルコン合成酵素 (CHS)とアミノ酸配列で65%以上の相同性を有することから,CHSスーパーファミリーに

分類され,さらに,植物進化の過程でCHSより進化 したと推定されている｡ 本論文は,アカマツSTSを対象 として,

cDNA構造,大腸菌での異種発現と酵素学的特性,さらにその多様性の意義を検討 したものである｡

第1章では,アカマツ芽生えの根より構築したcDNAライブラリーをSTScDNA断片プローブを用いてスクリーニング

した｡この結果, 3種類の全長 STScDNAクローン (PDSTSl,PDSTS2,PDSTS3)と1種類の全長CHScDNAクロ

ーン (PDCHSX)の単離に成功 した｡3種類のSTScDNAクローンは約1.2kbのサイズであり,塩基配列は互いに約95

%という極めて高い相同性を保持 していた｡これらのクローンには,活性部位である167番目のシステイン残基とその隣接

アミノ酸残基が高度に保存されていた｡さらに,推定アミノ酸配列をもとに分子系統樹を作成 した結果,3種類のSTSは

欧州アカマツのSTSと同じグループに分類されることが判明した｡また,STScDNAの3'非翻訳領域の多様性により,

12種類のSTScDNA断片を単離 した｡これらは大きく7つのサブクラスに分類され,そのうち5つは新規メンバーであっ

た｡3種類の全長 STScDNAクローンはいずれも新規メンバーに属 していた｡以上の結果より,アカマツのSTSが多様

な遺伝子族を形成し,かつ,芽生えの根において12種類のSTS遺伝子が同時に発現 していることを兄いだした｡

第2章では,3種類の全長 STScDNAクローンを大腸菌で発現させ,リコンビナント酵素を精製 した｡基質特異性を検

討 した結晃 3種類のSTSは,いずれもシンナモイルCoAに対 しp-クマル酸 CoAよりも高い基質特異性を示 し,シン

ナモイルCoAを基質とした時の反応産物はピノシルビンであった｡この結果,単離 した3種類のSTSがピノシルビン合

成酵素であることが判明した｡PDSTS3はフレームシフト変異によりC末端側の81アミノ酸残基を欠失 していたが,大腸

菌で大量発現 した｡そのリコンビナントタンパク質の大部分は不溶性であり,STSのC末端配列は本酵素が正しく折 りた

たまれ,安定的に可溶性タンパク質を形成するために重要であることが推察された｡しかし,完全長酵素よりも高い触媒効

率を示 したことから,PDSTS3は変異型のピノシルビン合成酵素であることが明らかになった｡

第3章では,ピノシルビン生合成の制御について検討 した結果をとりまとめた｡ リコンビナントPDSTS2により得られ

たSTS抗体は3種類のリコンビナントSTSを認識 したが,CHSは認識 しなかった｡本抗体を用いてアカマツ植物体内の

STSを検出 した結果,42kDaの完全長 sTS(PDSTSl,PDSTS2)以外に37.5kDa,35kDaのバ ンドが認められた｡

35kDaのバンドはC末端配列が欠失 しているPDSTS3のサイズと一致していた｡また,37.5kDaの未知のSTSの存在が

示唆された｡以上の結果より,植物体内では分子量の異なる複数のSTSメンバーによりピノシルビン生合成が制御されて
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いることが示唆された｡STSの反応産物であるピノシルビン,CHSの反応派生産物であるピノセンブリンによる阻害実験

を行った｡この結果,STS,CHSは共にこれら反応産物により阻害された｡変異型酵素であるPDSTS3は反応産物阻害を

ほとんど受けないことを兄いだし,PDSTS3がマツの心材中にみられるピノシルビンの蓄積に関与していることが示唆さ

れた｡PDCHSXに対して3種類のSTS(PDSTSl,PDSTS2&PDSTS3)をそれぞれ等モルずつ混合して酵素反応を行

いPDCHSX活性を調べた｡この結果,PDSTSlあるいはPDSTS2ではPDCHSX活性に有意な変化は認められなかった/

が,PDSTS3ではPDCHSX活性が半減 した｡invitroにおいてPDSTS3が PDCHSX活性を抑制 したことより,

PDSTS3は植物体内におけるフラボノイド生合成の抑制にも関与している可能性を示した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

マツのステルペノイド化合物であるピノシルビンは殺線虫活性を有し,病害に対する生体防御機構を考える上で重要な物

質である｡ ピノシルビンの合成を触媒するスチルベン合成酵素 (STS)は,フラボノイド生合成の鍵酵素であるカルコン

合成酵素 (CHS)と同じ基質を触媒し,CHSから進化したと推定されている｡ 本論文は,アカマツのSTS遺伝子および

そのリコンビナント酵素について構造並びに機能の解析を行ったもので,評価すべき主な点は以下の通りである｡

1)完全長の3種類のSTScDNAクローン (PDSTSl,PDSTS2,PDSTS3),およびアミノ酸配列でSTSと70%の相同

性をもつCHSの全長cDNAクローン (PDCHSX)の単離に成功し,それらの1次構造を明らかにした｡また,分子系統

樹により,3種類の日本アカマツSTSはいずれも新規メンバーであることを示した｡

2)STScDNAの3'非翻訳領域の多様性解析から,cDNAライブラリーには12種類のSTScDNAクローンが含まれ,そ

れらは7つのサブクラスに分類されること,および5つは新規メンバーであることを示した｡アカマツSTS遺伝子がファ

ミリーを形成し,､12種類のSTSが同時に発現していることを明らかにした｡また,STS特異抗体による解析から,マツ植

物体内で分子量の異なる複数のSTSメンバーによるスチルベン生合成の制御を示した｡

3)全長の3種類STSクローンを大腸菌で発現させ,リコンビナント酵素を精製し,その酵素活性からいずれもスチルベ

ン合成酵素であると同定した｡PDSTS3は,フレームシフト変異によりC末端の81塩基を欠き,ほとんどが不溶性タンパ

ク質となることから,-sTSのC末端配列が酵素タンパク質の折りたたみと可溶性タンパク質の形成に重要であることを示

した｡また,本酵素は高触媒効率をもち,反応産物阻害を受けない変異型酵素であることを兄いだし,マツのスチルベン蓄

積への関与を示唆した｡

4)リコンビナントSTSおよびCHSを用いた酵素反応における相互作用の解析結果から,PDSTS3のみがPDCHSX活

性を抑制することを兄いだし,PDSTS3は植物体内におけるフラボノイド生合成の抑制にも関与する仮説を示した｡

以上のように,本論文はマツのSTSについてその遺伝子と酵素タンパク質を詳細に解析し,STSの多様性と進化に関す

る新たな知見を示したものであり,木質生化学,生体分子機能学および植物分子生物学に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成14年2月14日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた｡
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