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はしがき

ムラサキ (LithospermumerythJ悦 izon幻eb.et Zucc.)は、中国、朝鮮、および日本に自生する

多年性革本であり、根部に赤色色素を存し赤紫色を呈するため、「紫根Jの漢名で古来より薬

用、また染料として利用されてきたり 2)。現在でも紫根を主成分とする紫雲膏(華隠青州創薬)

は、火傷、凍傷などの種々の皮膚疾患に対する外用薬として、あるいは痔疾用の坐薬に配合さ

れ繁用されている。

紫根の有効成分は、シコニンと呼ばれるナフトキノン系赤色色素を母核としたその誘導体で

あるとされ、その生理活性には抗菌作用 3)4)、高炎症作用、抗腫蕩活性、肉芽細胞増殖促進作用

5)などが知られており、最近では抗阻V活性やめ虫管新生抑制作用も報告されている九

近年の植物バイオテクノ口ジーの発展に伴い、京都大学の田端らは、ムラサキの芽生えから

以A 含有寒天培地で赤色細胞塊を選抜することにより、高いシコニン生産性を示すカルス株

(Strain M18)を確立した九これにより植物体の根皮のみではなく、培養細胞においてもシコ

ニンの生産を行うことが可能となった。この細胞体を用いて、三井石油化学により、植物培養

細胞によるシコニンの大量生産系の確立が試みられ、細胞増殖用培地とシコニン生産を歪適イじ

した液体培地 (M9培地)を組み合わせるこ段階培養法が開発された九この新規な生産培地

にて培養されたムラサキ細胞は、最高で乾重量あたり 20%ものシコニン生産を可能とし、この

系は植物培養細胞を用いた物質生産系として世界で最初の実用化例となった 10)。

M9培地開発の過程で、シコニン生合成は様々な佑学的因子によって儲御されることが分か

つてきた。即ち Cu2¥kinetin8)、ジヤスモン酸 11)、酸性多糖均13)などによって促進され、逆にNH
4
+9)、

2，4-D
8
)などに抑制されることがこれまで、に報告されている (Fig.1-1)。従って M9培地は通常ム

ラサキ培養紹胞の継代培養に用いている Linsmaier-Skoog's(LS)培地に比べ、 Cu2+濃度が約 10

倍高く、窒素源、としては NH4+性窒素を全く含まず N03-のみを含むように設計されており、他

の補助要因とも合わせてシコニンの大量生産を最も効率良く誘導できる培地であるo この物質

は生合成後細胞外に頼粒として放出されるため、 M9培地を用いたシコニン生産においては培

地及び細胞表面が赤色を呈するという特徴を有する (Fig.1-2)。一方凶培地は、細胞増殖を目

的とした培地であり、この培地中で培養される細胞のシコニン合成はほぼ完全に抑制されてい

るo

これまでに知られる、シコニン生合成上最も優先的な抑制因子の一つは光で、あり、シコニン

生産は M9培地にあっても、光照射によって特異的かつ強力に阻害される。この現象は、光を

要求するフラボノイドなどの生合成とは全く逆の性質であり、二次代謝の負の制御の好適なモ

デル系であると考えられる。なお、その阻害効果は青色光が最も強いことが分かつておりへ

本二次代謝の光抑制に何らかの形でフラピン色素が関与していることも示唆されている向。
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シコニン生産抑制因子

Fig. 1-1 シコニン生産に対する調節因子の影響
左関:鍋イオン、メチルジャスモン酸(MJ)、オリゴガラクツロン酸(OG)によるシコニン生産

の促進作舟。コントロールの LS培地に、終濃度1.2μMの銅イオンや10μMのメチルジヤスモン酸

(MJ)、または100μg/m1のオリゴガラクツ口ン酸(OG)を加えたもの。アンモニウムイオン除

去培地では、替りに間濃度の硝酸イオンで補完した。

右図:光、アンモニウムイオンおよび 2，4-Dによるシコニン生産の抑制作用。コントロールの M9培

地に濃度を振り分けてそれぞれの因子を加えた。

シコニン生産誘導因子

LS及び M9培地におけるシコニン生産
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シコニンの生合成経路は、ムラサキカルスを材料としたトレーサ一実験により解明されてき

た。要約すると、シキミ酸経路由来の p七ydroxybenzoicacid (PHB)及びメバロン酸経路産物で

ある geranyldiphosphate(GDP)のカップリングによって、 m岨geranyl-p-hydroxybenzoicacid (GBA) 

が生じ、さらにそれから geranylhydroquinoneといった中間体を経てナフタレン環が形成され、

数段階の酸化反応を経てシコニンが合成される均 (Pig.1-3)。

Fig. 1-3 ムラサキにおけるシコニン生合成経路

これらの生合成経路に関わる酵素の生化学的研究も、京都大学の田端らや Tubingen大学の

Heideらのグループを中心に進められてきた。現在のところ、PHB生合成に関与するphenylalanine

anmoninaωly蹴 (PAL)均、牛coumarate:CoA ligase ( 4CL) 17)、 PHB:glucosyltran伽 ase18)、PHB:

glucosidase問、また GPPの生合成に関与する HMG-CoAreductase20)、GPPsynthase21)、さらには

PHBと GDPのカップリングを触媒する PHB:gerany1transferase (GT)均の存在が報告されてい

る。

この一連の経路は PHBと GDPのカップリング反応、つまり GTによる反応段階を境に、そ

の性質や制御条件を異にする。これ以前の反応経路は、少なくとも PHB生合成に関して、光照

射下/暗黒、下、 LS培地/M9培地、いずれの条件においても抑制を受けることなく酵素反応が進
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み、また生合成中間体はほとんどの場合可溶性で、これに関する酵素群も可溶性であるとされ

ているo これに対してカップリング反応は暗黒下でなければ進まず、これ以降の中間体は疎水

性のため、関与する反応は全て ER及びそれに由来する膜系において行われるとされているo

またそれに従い、 GT以降の酵素は膜結合性であると予想でき、実際にこれまでに検定されて

いる活性は全てミクロソーム画分で確認されている 23)。そこで、この境界に位置する GTに関

して、現在までに様々な研究が行われてきた。

ムラサキ培養細胞における本酵素活性は、光問、 2，4-D、NH4+ によって抑制され、 Cu
2+

ジャスモン酸 11)、酸性多糖 13)によって誘導されることが報告されているo この調節は、シコニ

ン生合成に対する先述の調節とほぼ向調しており、様々なシコニン生産制御に対するこの GT

の担う役割は極めて大きいことが指摘されている。またその生化学的解析より、 GTの活性に

は補酵素として Mg2+などの 2価イオンを要求すること、細胞内局在場所は小胞体膜上であるこ

と 24)、基質として PHBとGPPにのみ高い特異性があること、本酵素の部分精製によるKrn値

の測定均などが報告されてきた。しかしその単一謹白質としての精製は、現在まで成功には至

っていなし¥0

植物の二次代謝産物には、花粉媒体の誘寄、環境や食害に対する防御(反応)といった生物

的意義が知られる一方、有用天然物質として我々の生活の中で様々な形で利用されている。こ

れらの植物におけるニ次代謝産物の生産調節機構を解明することは、その生合成経路を解明す

ることと同様に学術的重要性が高く、植物科学の研究分野では霊要課題となっている。 GTの

活性調節に依存するシコニン生合成調節は、一つの遺伝子の発現が様々な因子によって多様に

調節されていること、最終産物が肉眼で観察できること、代謝経路物質の検出が確立されてい

ること等の利点があることから、二次代謝研究のモデルとして適していると忠われる。

本研究ではこの GTをクローニングしてその全構造を解明し、様々な因子による発現調節機

構の解明に繋げることを目的としている o また二次代謝産物には、生合成段階で芳香族環のブ

レニル化を必要とする化合物が数百種確認されているが、これらのプレニルイじを触媒する酵素

遺伝子のクローニングは今まで報告がない。そこで、本酵素のクローニングは、これら多くの

代謝産物の生合成酵素同定への足掛かりとなるであろうことも、本研究の位置づけとして

と考える。

さらに、ムラサキのインタクト植物においてシコニン誘導体は、根の外皮膚(コルク層ならび

に表皮細胞)のみに蓄積するが、この器官特異的なニ次代謝産物の蓄積が、何によるものかは長

い間の議論の対象であった。今回、 insitu hybiridizationにより、ゲラニルトランスフエラーゼ

などシコニン生合成の鍵酵素類の発現を総織レベルで詳細に解析し、その遺伝子発現様式が二

次代謝産物蓄積の組織特異性に対して果たす役割を検定することも呂擦とした。
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ムラサキにおけるプレニルトランスフエラーゼ

cDNAのクローニング

2-1 PCR法によるプレニルトランスフエラーゼの cDNA断片の増幅

(目的)

本研究では、シコニン生合成経路上のゲラニルトランスフエラーゼ (GT)をクローニングす

るために、 GTと類似の反応を触媒するユビキノン生合成酵素のアミノ酸配列を利用して、 PCR

によるクローニングを試みることにした。まずムラサキの持つ p榔ヒドロキシ安息香酸:ポリプ

レニルトランスフエラーゼ (PHB:PPT、以後 PPTと仮称)と棺向性のある蛋自質全てを対象と

した探索を試みた。複数のクローンが得られた場合、発現パターンがシコニン生産のそれと対

応しているクローンを GTクローンとして解析することにした。

(結果)

現在までにクローニングが報告されている PPT遺伝子は、大腸菌 (ubiA)均 2η、出芽酵母

( COQ2) 28) 29)、分裂酵母 (ppt1)30)からのもののみであり、これらはミトコンドリアに局在し

て呼吸鎖の電子伝達を担うユピキノンの生合成を行っているとされる。アラビドプシスには、

ゲノムプロジェクトにより配列の決定された類似遺伝子 AePPTが存在するが、植物二次代謝系

には参考にできる遺伝子はない。

COOH 

JJ益
O 
;戸神 ωH
hexaprenyl-Pp"' <<、

HP・PHB

Fig.2-1 シコニン及びユピキノン生合成経路における GTとCOQ2産物の触媒反応

しかし、これらの酵素と GTとは、局在や基質、代謝系こそ異なるが、触媒する反応は Fig.2-1 

に示すように非常に類似しているため、少なくとも基質認識部位やその周辺において共通の配
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列を保有しているのではないかと推察した。そこで真核生物の PPT(ESTクローンも含む)を

広く検索してマルチアラインメントを作成し、そのアミノ酸保存領域から数種のブライマーを

設計して(Pig.2-2)、ムラサキの cDNAlibraryを鋳型に PCR法により PPTの増幅を行ったocDNA

libraryは、 M9培地に移植後、暗黒下で培養4日自のムラサキ培養細胞 M18-1株から totalRNA 

を抽出し (QIAGENRNeasy pla凶 minikit)、さらにmRNApurification kit (Amersham-pharmacia) 

によりmRNAを精製して、 MarathoncDNA Amplification Kit (CLONTECH)を用い逆転写、そ

して cDNA末端へのアダプター (AP)付加を行って作成した。

∞Q2 [9'1 WlAI<SI L LGRSI LGSGR VTVAGI出 ss附Wτ百SSSSSSS阿君KESAPVFTSI嶺町朗KERωGLGP阿 S凡 PKKWIF鑓A量Lta.E 鉛

CιPPT 話事Sし叩 m ・・幹・ 9 伶 1PTASS-ー 幡--勘・ー・… -一-一輪司・・ ー-LV~SSP- 回・一 -P猿ー・ 蜘・世際司嶋--砂 田自制・一--凶・ …隠L弘樹VO 28 
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制

加

Rv-1 

COQ2 fGLLVII耳もFI
Ce-PPT $001W PYV-
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358 

三~ PCR prime陪

PPT: PHB: po旬prenyltransfera綿
COQ2: PPT from sa∞加rom抑':Sscerevl:蛸 e
Ce:白flnoll加 bdltlsflA噌ans
Sp: Schlzø.闘ccharom~ωIspom加

AP1 AP2 IE忍理耳耳~ 1m盛姐~

~z: 苦 忠詑n
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E~直沼 町田図書司匪守胃寄寓棺理

Mara助。nadap句r

Fig.2-2 真核生物 PPTアミノ酸アラインメントと PCRプライマー

Fig. 2-3に示すような様々なプライマーの組み合わせで nestedPCRを行ったところ、全てを

通じて非常にスメアーなバンドが増幅された。これらの DNA断片を pT7BlueT-vector (Novagen) 

にサブクローニングし、ランダムに 35クローンをシークエンシングした。これらの配列を
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Genome Net (DDBJ)において検索した結果 (Table1)、1クローンが真核生物のPHB:PPT、特

に yea試のユピキノン生合成酵素 COQ2と高い相向性(局所的にアミノ酸レベルで約 50%)を

持っていることが判明した。これをLePPTと仮称し、ムラサキの GTのcDNA候補として研究

を進めることにした。
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555 

Nested PCR産物の電気泳動写真

本 DNAは全長約 0.6kbpの増幅断片で、両端にプライマ-Rv-2の配列を持っており、 5'およ

び 3'末端のいずれをも含まない断片であった。よってこれをプロープに用いて、 T-vectorにサ

ブクローニングされた PCR産物全般に対しコロニーハイブリダイゼーションを行い、 5'末端を

含むより長いクローンを得ようと試みた。また更にこれを non-stringent条件下で行うことによ

り、可能な限り多数のLePPTのファミリーメンバーを単離しようと考えた。

その結果、プロープと同ーの0.6kbp断片が更に3個、 5'末端のアダプター配列まで含む0.8kbp

断片が 5価得られ、更にシ…クエンシングから、これらの全てが 2種のグループに分類できる

ことがわかった。そこでこれらをLePP下ムLePPT-2として、それぞれに解析を行うことにし

。
た
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Table 1 PCR産物のGenenet検索結果
()内はテンプレートとした lstPCRのprimerpair 

I PCR prlmers identity 

APl・Rv噛3 Dna1圃like2 protein 

AP2・Rv四3 malate dehydrogenase 
unknown 

1st Hybrid aspen plasmid library mRNA sequence 
AP2・Rv-4 ribosomal protein LI0 

cloniruLvector oTZ19U 
(APl・Rv-l) polyprenyltransferase-6ke protein 
AP2・Rv抽2 unknown 

(APl・Rv-l) hydro巧racylglutathione hydrolase 
AP2・Rv-4 unknown ( x 2) 
(APl・Rv-l) cloning vector pTZ19U ( x 2) 

2nd AP2・Rv-5 unknown 
(APl・Rv四2) ribosomal protein LI0 
AP2・Rv幽4 mitochondrial processing peptidase 

(APl・Rv四2) dihydrolipoamide dehydrogenase 
AP2・Rv問5 A. thaliana putative laccase7 

unknown ( x 2) 
(APl・Rv由4) methionine synthase 
AP2.Rv四5
Fw叩1・Rv-l putative cullin岬like1 protein protein 

extensin開likeprotein 
brassinosteroid insensitive 1 protein7 

1st Fw四1・Rv田2 microsatellite DNA， GT四repeat7
cloning vector pTZ19U 
unknown ( x 2) 

Fw-2・Rv四1 methionine synthase 
ubiquitin activating~nzytl1~!:3 !_protein 
A.thaliana hypothetical protein T29F13.11 
A. thaliana putative protein protein ( x 4) 
chloroplast RNA polymerase protein ( x 2) 

(Fw四1・Rv-l) epoxide hydrolase 
2nd Human p150， reverse trascripthase like protein 

Fw皿2・Rv幅Z
Ytc1 protein 7 
cloning vector pTZ19U ( x 2) 
unknown ( x 2) 

2-2 RACE法によるLePPTcDNAの全長の単離

(目的)

前項で得られたLePP下1及び 2は、翻訳開始コドンもしくは終始コドンを含んでいなかった

一一一一……一一一一………(仇ザ……マ川…ωw一一一
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ため、これらの全配列を得てそれぞれにアミノ酸構造解析を行い、吏にはその機能を明らかに

するための強制発現実験を行う材料とすることにした。

(結果)

LePPTの全長クローニングに際し、LePPT叩1の複数クローンにおいては 5'末端に開始コドン

が見られたが、LePPT開2には見られなかったため、LePPT-2の 5'RACEおよびLePPT-l、2両ク

ローンの 3'RACEを行うことにした。テンプレートは前節で作成した cDNAlibrary、5浪ACEお

よび 3'RACE用ブライマーは、断片の中央あたり (Fig.2-4、 2-5)で設計したo RACEの結果、

LePPT-l， 2ともに 5'および3'末端までの配列が明らかになった。

これらの配列を参考に更に全長 cDNAを増幅するためのプライマーベアを作成した。すなわ

ち 5'末端側はアダプター配列を除き、 3'末端側は polyA配列を除いた 2紐のブライマーペアを

用い、正確性の高い Pfupolymerase (Promega)によって cDNAlibraryをテンプレートに、LePPT-l

及び之の全長をそれぞれ改めて増幅した。

cDNA 

template 

ested PCR 

5'RACE 

3'RACE 

苫4こ pt
圃圃・圃圃~ー げ什

Rv帽2

橿

AP2 

臨

AP2 5'RACE 
醐+ 4ト
田富

3'R叩AC皿 E酢

Rv・2
4開園

Rv・2

司膿

Rv-2 

盟

po社
総司両

~~~ P~~ 

Full length LePPT 士t一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一竺'JI'I

Fig. 2-4 LePPT全長クローニングの概要

LePPT蜘1、2は互いに DNAレベルで 74% (Fig. 2-5)、アミノ酸レベルで 93%の相向性を有し

ており、LePPT-lは 306アミノ酸、LePP下2は 307アミノ酸をコードしていた。これらの U1R

には相向性は無く、 5'U1RはいPPT-2の方が約 90塩基ほど長くなっていた。また hydropathyplot 

によると、本蛋白質は非常に疎水性が高く 8""'9回膜貫通型の膜蛋白質であることが示唆され

た (Fig.2-6、下線)。

アミノ酸レベルで他の真核生物の PPTと比較すると CFig.2-6)、活性部位と思われる 2箇所

の親水性領域の配列が高く保存されていた。 N 末端に近い方がブレニル基認識部位と推定され

るINDXXD配列 31)であり、他方が COQ2ファミリ…に良く保存されている GIKSTAL配列であ
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るo後者は PHB認識部位と推定されているが、実験的根拠は今のところ示されていない。まか、

CBSサーバーの叩alP (加tp://www.cbs仰い例制官'/)を用いて輸送シグナルの解同

行ったところ、LePPT以外の PPT(PPT-like protein)は全てミトコンドリア移行シグナルを有

しており、 COQ2と同様ミトコンドリアでのユピキノン生合成に関わるものであると考えられ

た。実際、出芽酵母と分裂酵母では、これらの蛋白質がミトコンドリア局在であるというデー

タがある。一方でLe町はミトコンドリア輸送シグナルを持っておらず、このことからJ本蛋
白質がユビキノン生合成に関与する他の PPTとは異なり ERに輸送される可能性が示唆され、

これはシコニン生合成における GTがER膜に局在するというデータとよく一致していた。
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LePPT-2 

TCATCACATC TCTCAGTTTT CTCTGCTTCT TTAAATACTT CAAACTAAAT TTGTTAATAC TACTTCCTAC AAGTG 汚

ATATTT橿!噛臨君!翻意:::趨歯圏;審醐2母:圏;;薗T12
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4--司・・区一一
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TA雷鳴霊寝11;翻;翻 iお
回終止コドン
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Fig.2圃5 LePPT・1、LePPT-2の全長cDNA配列
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ムラサキにおけるLePP1‘の発現解析

前章までで、単離したLePPT-l、2がシコニン生合成の GTかどうかは不明であった。そこで、

これら 2クローンのムラサキにおける発現解析を行うことで、本クローンがシコニン生合成酵

素の GTであるのか、またはユビキノン生合成酵素等の別の PPTであるのかを推定することに

した。

ムラサキにおけるシコニンの生合成は根部に限られているが、これは生合成酵素の活性、少

なくとも GTが光によって強く抑制されるためと思われる。事実、培養細胞を用いた実験では、

GTは光照射によってほぼ完全にその活性を抑制され、それに伴いシコニンの生産も停止する

ことがわかっている 16)0 またその生理的意義は不明であるが、本酵素はアンモニウムイオン、

2，4心によっても活性が強く抑えられ、ジャスモン酸 11)、酸性多糖 13)によっては逆に活性が上

昇することが知られている。 GTがこのように多様な活性調節を受けている一方、生命維持の

基本的機能を担うユピキノン生合成酵素である PHB:PPTにはこのような特徴的な調節は知ら

れておらず、恒常的発現をしているものと考えられる o

またゲノムサザンを行い、本クローンがムラサキに何コピー存在するのか確認を試みた。

3-1 光による発現抑制

シコニン生合成に関与する GTの、発現様式における最大の特徴は光による発現抑制である。

そこで光によるLePPT発現への、mRNAレベルでの影響を調べることにした。ムラサキ培養細

胞 (M-18株)19を M9培地に移植して、光照射下 (80μE/m2・s)と暗黒下でそれぞれ振とう

培養し、経時的(移植時、培養 1日目、 4日目、 8日目、 15日目)に細胞をサンプリングした。

これらの細胞からmRNAを抽出して (2-1と同様の kitを使用)ナイ自ンメンブレンにブロッ

ティングし、LePPT-l、LePPT之の 5'末端側各約 0.7kbpをプローブ、に Northernhybridizationを行

った(これらのプローブ、による cross伽hybridizationは、核酸量が 10ng以下ならばLePPT-lと一2

をほぼ特異的に検出できることを確認した)0RIの検出はX線フィルム (Kodak)への感光によ

り、シグナルの定量はバイオイメージングアナライザ--BAS-2000(富士フィルム)により行

った。発現量を数値イじするため controlとして、タバコの ATPsynthase β-subunitをプローブに

用いた hybridizationで補正を行い、o日目の発現量を 1としてmRNAをグラフにプロットした。

一方、培養細胞のサンプリングと平行して、同条件下での培地へのシコニン蓄積量も、経時的

にサンプリングすることで測定した (Fig.3-1)。
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Fig.3帽1 暗黒下及び光照射下における

発現量とシコニン蓄積量

LePPTのmRNA

その結果、LePPT・-1"-2共に光によってmRNAの発現が制御されていることが明らかとなっ

た。すなわち光照射によって発現は強く抑制されており、逆に精黒下では、移植後 1週間目~

2週間自のシコニン蓄積量の急激な増加に先んじて、LePPTの発現誘導は約 1週間で最大とな

り、その後も高いレベルで保持されていた。これは、LePPTがシコニン生合成と関連している

ことを示唆する結果で、あった。

3-2 2，4-D及びアンモニウムイオンによる発現抑制

物理的制御因子である光に引き続き、化学的制御因子のLePPT遺伝子発現に対する もあ

わせて観察した。2，4-D及びNHJの影響を見るため、M9培地に終濃度 1μMの2，4心または lmM

の NH/を添加し、その時のLePPTmRNAレベルを無添加の M9培地でのぞれと比較すること

にした。ムラサキの培養細胞は移植して暗黒下で培養後、 7日目にサンプリングした。ここか

らtotalRNAを抽出し、 3-1と同様にLePPT-1、2をプローブに Northern解析を行った (Pig.3-2)。

数値の補正controlには 18SrRNAを用い、 3-1と同様に0日目の発現量を 1としている。
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Fig.3-2 LePPTのmRNA発現、 GT活性、エキノフラン蓄積量に対する

アンモニウムイオンと 2，4圃Dの影響

サンプリングと平行して培養細胞における GTの酵素活性測定を行い、mRNAの発現パター

ンと比較した。また同時に、培地中のジヒドロエキノフラン (DHEF)及びエキノフラン B(EFB) 

蓄積量も測定したo DHEF等は、 GTによるカップリング反応後、シコニンよりも迅速に生合成

される副産物であることから (Fig.1-3)、GT活性変動の代謝産物への反映を短期間で、モニター

するにはより適した化合物である 13)32)。

その結果、LePPT-1、2のmRNAの発現は共に、 2，4心、 NH/によって強く抑制されること、

またその発現の変動は、 GT活性及ひ、エキノフラン類の蓄積量と良い一致を示すことが明らか

となった。

3-3 ジヤスモン酸及び酸性多糖による発現誘導
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OG)の影響

次に、ジヤスモン酸、酸性多糖の添加によりLePPTの発現に誘導がかかるか否かを観察した。

これらの因子による GT誘導には高濃度の銅イオンが必須であるため、あらかじめ終濃度1.2μ

M となるよう Cu
2
+を加えた凶培地(通常の LS培地の Cu2+濃度は 0.1μM)を用い、これに終

濃度 10μMのメチルジヤスモン酸 (MJ)、または 100μg/mlのオリゴガラクツロン酸 (OG)を

加え、培養細胞を移植した。暗黒下培養2日目にサンプリングし、

3之と同様に Northern解析、 GT酵素活性測定、 DHEF蓄積量の測定を行った (Fig.3-3)。

その結果、 OGの影響はわずかではあるが、 MJによっては明らかにLePP下1、2ともにmRNA

これは GT活性及ひ、エキノフラン類の蓄積量に対する影響と同調していた。発現が誘導され、
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3-4 植物体における発現部位

更に、植物体におけるLePPTの発現部位を特定するため、ムラサキを根部(主根、側根)、

茎部、葉部に分割してそれぞれmRNAを抽出し、3-1と同様の手順で Northern解析を行った(FiJ!

5仏その結果、LePPT-1、2の発現は根部に限られており、そのうち大部分が側根に集中Lて
いた。数値は全発現量に対するパーセンテージである。この偏りは、シコニン生合成が根部表

層でのみ行われるため、その関係酵素の発現は、皮膚や中心柱の占める割合が大きい主根では

相対的に低くなっているためと考えられる。

以上の発現解析結果を総合して、今回クローニングした 2種のクローンは共に、ユピキノン

生合成酵素である可能性は低く、むしろシコニン生合成に関与している GTをコードしている

と考えた。

Northern hybridization 

側根主根茎 葉

LePPT，圃1

側根主根 茎 葉

LePPT，・2

側根主根 茎 葉

ATPsynthase瞳β(control)

植物体における LePPTのmRNA発現割合

(%) 

100 

80 

60 

40 

20 

o 

(total=100% ) 
由PPT-1口PPγ醐2

側根 主根 茎 葉

部位

Fig.3-4 LePPTの植物体における発現部位

3-5 ゲノムサザン法によるLePPTファミリーの探索

ムラサキのゲノムの中には、シコニン生合成に携わる酵素プレニルトランスフエラーゼとと

もに、普遍的に存在するユビキノン生合成酵素 (COQ2のムラサキのホモログ)が存在するこ

とが予想される。そこでLePPTをプローブとして、ムラサキに存在する PHB:PPTの遺伝子フ

ァミリーの形成を検定することを試みた。ムラサキ植物体は天藤製薬株式会社にて保存されて

いる系統(長野県産)及び仙台産の 2種、制限酵素にはEcoR1、HindIII、EcoRV (NEB)の3

種を用いた。 680bpのいPP下1断片をプロープに low-stringentの条件で Southernhybridization 

を行ったところ、強いバンドが 2""3、弱いバンドが 2本認められ、本クローンのホモログは相
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向性の高いものが 2""'3コピー、低いものが 2コピー存在すると推定された (Fig.3-5)。相同遺

伝子のうち 1つはLePPT-2であると予想され、LePPTの遺伝子ファミリーは小ミし1ものであi
ことが判明した。すなわちムラサキには、LePPT-l、2によってコードされるシコニン生合成関

連のプレニルトランスフエラーゼ以外には、ユピキノン生合成系の酵素が#在するにすぎない

可能性も考えられた。

Fig.3圃5

ムャルM制令切吹か悦ず 久似品ヴ抑制Wいわ ω…一

mEm  z 
口 一哩 .- .-. 

思9::D ~~ = <:司v
体bp)

LePPT-lのゲノムサザン解析

20 



酵母におけるLePPTの強制発現および機能解析

前章までに、ムラサキにおける Northern解析の結果、化学因子による発現調節パターンが GT

活性のそれと類似していること、及びその発現部位が根部に限られていることより、LePPT・1、

之はともにシコニン生合成に関与しているであろうことを推定した。またそのアミノ酸配列よ

り、本クローンは膜局在性の、 PHBを基質とするプレニルトランスフエラーゼであると予測し

た。

そこで本クローンをヘテロなホストにおいて強制発現させ、実際にその酵素としての機能の

証明を行うことにした。すなわち、まずシコニン生合成酵素として、 PHBにゲラニル基を転移

する酵素活性を保有しているか否か、次にその活性がゲラニル基に特異的なものであるかどう

かを検定し、本クローンがシコニン生合成のための GTであり、ユビキノン合成酵素とは異な

る性質を持つことを示すことにした。

LePPTの強制発現実験を行うホストとして、最初に試みたのは大腸菌株XL1-Blueで、あったo

LePPT-1， -2のCDSregion全体をそれぞれ、フレームを合わせて p剖 uescriptS K (う (strategene)

の MCSに導入し、 lacZpromotorにより強制発現を行うことを計画した。しかし本クローンの

翻訳産物が膜蛋白質であることから大腸菌の締抱膜を破壊しているためか、LePPT-1を発現さ

せた大腸菌は液体培地で全く生育せず、LePPT-2を発現させたものも極端にその生育が悪かっ

た。そこで lacZpromotorの詑pressorをコードする pREP4(QIAGEN)を前もって大腸菌株(M15)

に導入し、その後重ねてLePPTを導入することによってLePPT蛋白質の大量発現を抑制、コ

ントロールしようと試みたが、その効果は見られず、大腸菌を十分に生育させることはできな

かった。

4-1 COQ2欠損株の作成

大腸閣をホストとしたLePPT発現は不可能と判断したため、一般に膜蛋白質発現実験に用い

られる出芽酵母 (Saccharomysescerevisiae)をホストとして、本クローンの強制発現を行うこと

にした。

しかし前述の通り、酵母はユビキノン生合成系 PPT遺伝子である COQ2を保有している。こ

の酵素の役割はミトコンドリアにおいて町田とヘキサブレニル基 (C30)のカップリングを行

うことであるが (Fig.2-1)、その酵素学的解析より、本酵素はかなり基質特異性が広く 29)、ヘ

キサプレニル基のみならず、ゲラニル基 (C10)をも基質として認識することが分かつている。

つまり、酵母において外来蛋白質の GT活性を測定する際に、ホスト自身の保有する COQ2に

より GT活性のパックグラウンドが上昇してしまうことが考えられた。そこで酵母の COQ2遺

伝子を破壊し、これをホストとすることにした。

野生酵母株としてはW303-1A[ade2嫡1/his2-11，15/ leu2-3，112/ trp1-l/ ur必-1]を用い、下図の方

法にしたがって 33)、相同組換えによって COQ2の大部分を Genetisin耐性(マーカー)遺伝子
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と置換した COQ2欠損株を作成した CFig.4-1)。

PCRによる Genetisin樹

性遺伝子の増幅

4脈融弘司
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COQ2欠損株の完成 一一品ぬ可部 誕瀦路一一

Genetisin耐性

Fig.4-1 酵母COQ2遺伝子の破壊

COQ2遺伝子が破壊されていることの確認は、 PCRを用いたゲノムレベル、および COQ2欠

損株の形質レベルで確認した。 PCRは、野生株酵母および COQ2欠損株酵母からそれぞれゲノ

ムを抽出し、 COQ2遺伝子の両端の配列をブライマーに用いて行った。野生株では COQ2の全

長約1.5kbp断片が増幅し、 COQ2欠損株では Genitisin抵抗性遺伝子を含む約 2kbp断片が増幅

した (Fig.4-2)。また COQ2欠損株は炭素源の発酵経路がうまく機能せず、グリセロールを炭

素源として利用できないことが知られている 34)。すなわち、 SD最小培地 (2%グルコース)

においては生育できるものの、 SDC 3 %グリセロール)では生青できない。この形質を利用し

てCOQ2遺伝子欠損の判定を行った結果、得られた Genetisin耐性株 16株のうち、 15株の COQ2

遺伝子が破壊されていることが分かつた。また、この欠損株の形質は COQ2遺伝子を再導入す

ることで回復していた CFig.4-3)。そこで、LePPT-1，-2がこの形質を回復させる能力があるか

どうかを調べるため2種のLePPTの形質転換酵母をそれぞれグリセロール培地にて培養したが、

complementationは認められなかった (datanot shown)。これにはいくつかの理由が考えられ、

第一に、LePPTがヘキサブレニル基を基質とできないこと(後述)、第二に、LePPTがミトコ

ンドリアに輸送されていない可能性が高いことが考えられた。いずれにせよLePPTは、そのま

までは COQ2の機能を相補できないことを確認した。
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LePPTのゲラニルトランスフエラーゼ活性

酵母 COQ2欠損株への遺伝子の形質転換ベクターには、 Tubingen大学の Frommer博士より分

与いただいた pDR196(pDR1953勾の MCSを改変したもの)を用いた。このベクターに組み込ま

れた遺伝子は、酵母の中で Plasmamembrane ATPase (PMA) -1 promotorにより恒常的に強く発

現する (Fig.4-4)。このベクターに 2種のLePPTの CDSをEcoR 1 (5')、助o 1 (3')サイト

で接続した p-LePPT-1，p-LePPT-2を作成し、ベクターコントロールとしての pDR196とともに

COQ2欠損株への形質転換を行った。 pDR196にはマーカーとして Uracil要求性の相補遺伝子
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があるため、選択培地には SDιUraciI)培地を用いた。酵母へのプラスミド導入の確認は、形

質転換した酵母からプラスミドを抽出し、それを大腸菌に再導入してコロニ-PCRすることに

より行った。

Xhol 

Ori 

pDR196 

6.04 Kb 

p 

ADH terminater 

PMA 1 promotor: 
Pla8ma membrane ATPase promotor 

ADH termlnater: 
Alcoholdehyd~enase 加rmlnater

Fig.4-4 酵母形質転換ベクター pDR196の構造

野生株酵母は YPAD培地、形質転換した3種類の酵母は Genetisin(200μg/ml)を加えた YPAD

培地で 300Cで振とう培養 (16hr."'-'30 hr.)し、酵素活性を測定するために対数増殖期 (OD6∞ニ

1.5"'-'2.0)で回収した。スブエロプラスト法により縮胞壁を消化、ダウンス型破砕器で細胞破

砕し、 10，000g遠心分離によりミトコンドリア圏分を、 100，000g超遠心分離によりミク口ソー

ム画分を回収し、粗酵素液として用いた。この粗酵素液を用いて GT活性の澱定を HPLCで行

った結果、野生株のミトコンドリア薗分で見られる COQ2による GT活性は、 COQ2欠損株で

は完全に無くなっていることを確認した。これにLePPT-1または-2を導入した酵母では、その

ミクロソーム画分で、ベクターコントロールには見られない明らかな GT活性が観察された(Fig.

4-5)。このことよりLePPTの遺伝子産物は共に、少なくとも酵母において、ミクロソーム上で

GT活性を示す酵素であることが確認できた。更に、熱変成させた粗酵素液を用いて同様の活

性測定を行い、 HPLCで反応産物 GBA(gera可l-p-hydroxybenzoicacid)が全く検出されないこ

とを確認した。
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LePPTの強制発現による遺伝子産物の蓄積を観察するために、抽出したミクロソーム画分の

粗酵素液を用いて SDS-PAGEを行ってみたが、残念ながら予想できるサイズ (34kDa)付近に

ベクターコントロールと明らかな差があるバンドは見られなかった (datanot shown) 0 LePPT 

は、活性は高いものの発現量は SDS佃PAGEや CBB染色で確認できるほどの高いレベルではな

いと判断された。

4阻3 LePPTの酵素基質特異性

LePPT遺伝子産物が GT活性を有していることが確認されたことにより、さらにこの基質特

異性を検定し、 COQ2遺伝子産物のように広い基質認識性を持つものであるのか、それともゲ

ラニル基にのみ高い基質特異性を示すシコニン生合成系の酵素であるのかを明らかにすること

を試みたo

前述の 4-2項における方法で粗酵素液を抽出し、酵素反応を行った。プレニル基質としては

ジメチルアリルニリン酸 (DMAPP/C5)、ゲラニルニリン酸 (GPP/CI0)、フアルネシル二リン

酸 (FPP/C15)、ゲラニルゲラニルニリン酸 (GGPP/C20)の4種を、プレニルアクセプターに

はベンゼン環を 14C標識した放射性 PHB(Sigma)を用いた。 FPPとの反応産物 farnesyl

hydroxybenzoate (四A)や GGPPとの反応産物 geranylgeranylhydroxybenzoate (GGBA)の検出

は、反応産物を1LCで展開した後、その1LC上の放射活性を BAS2000を用いて測定すること

で、行った。

1LCにおいては、 Rf1i誌は PHBに転移したブレニル鎖長に比例しているとされ、実際に検出

した酵素反応物のスポットは、 CI0、C15、C20と鎖長が長くなるに従って段階的に高くなって
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いるo スポットの下部の強いシグナルは未反応の放射性 PHBである o GBAのスポットは標品

との直接比較により向定した。 4種の基質に対する反応には同じ粗酵素液を用いているため、

反応あたりの酵素蛋白質量は一定になっている。これらの酵素活性を、ゲラニル基に対する活

性を 100%として数値化した結果、野生株のミトコンドリア画分において酵母の COQ2遺伝子

産物はゲラニル基のみならずフアルネシル基、そして特にゲ、ラニルゲ、ラニル基に対して強い基

質認識性を示したのに対し、ムラサキのLePPTは双方ともゲラニル基のみを基質としていた(Fi.Q:

4仏ジメチルアリル基に関しては ωQ2産物もあまり活性を有しないようであったが、これ

と同じ現象は E.coliの octaprenyItransferaseにおいても知られている (Dr.L. Wessjohanより)。

また、このような反応産物のシグナルは、熱変成させた粒酵素液、およびベクターコントロー

ルによる実験では全く見られないことを確認した。

以上のことから、LePPTは従来ク口一ニングされている COQ2等のユピキノン生合成酵素と

は性質を異にし、二次代謝系においてシコニン生合成を行う GTをコードしていると結論付け

られた。
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Fig. 4-6 LePPTのプレニル基質に対する基質特異性

左:反応産物を展開したI工Cプレートを、 BAS2000で放射活性検出したものo

右:測定した放射活性を数値化し、 GPPに対する活性を1∞%としてグラフ化したもの。
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ムラサキ hariyrootにおけるシコニン生合成遺伝子の紐

織特異的発現の解析

LePGTはシコニン生合成における重要な regulatoryenzymeであることがムラサキ培養細胞

を用いた実験により明らかにされてきた。一方、シコニンはムラサキ植物体において、根の表

皮細胞にのみ局在している。この章では、シコニン生合成の鍵酵素遺伝子である LePGTがム

ラサキの根のどの細胞において特異的に発現しているか、その細胞特異性を調べることを目的

とし、 M9培地(暗黒下、および光照射下)で培養したムラサキの hairyrootをモデル材料に

用いて、 insitu hybridizationを行ったo また、特異的発現部位を他の遺伝子と比較するため、

シコニン生合成に対して regulatoryでなく、かつシコニン以外の二次代謝産物の生合成にも

深く関与している LePAL、および Le4CL遺伝子の解析も同様に行うこととした。なお、

phenylalanine anmonia側 lyase(PAL)および ιcoumarate:CoA ligase (4CL)はシコニン生

合成において、ごく初期の生合成反応を触媒している酵素である。

In situ hybridizationの結果および、考察

In situ hybridizationの条件検討、ならびにLePGT-lの発現解析

まず、材料であるムラサキの hairyrootの回定条件として 4%FAE(formaldehyde、aceticacid、

ethanol)固定液で 4
0

Cにて 3時間、 4%FAEで常温にて一晩、 2%FAEで 40Cにて 3時間の 3

種類を設定した。 DIGラベルRNAプローブは、 DIGRNA Labeling Kit (Roche)を用い、標準

プロトコールに従って作成した。抗 DIG抗体にはアルカリフオスフアターゼを結合させた抗体

(Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments、Roche)を用いた。また、発色基質として NBT(Nitro 

blue tetrazolium chloride) / BCIP (5“Bromo-4-chloro叩 3-indolyl phosphate) stock 

solu tion (Roche)を用い、室温で発色反応を進行させ、青色発色をシグナルとした。上記の試

料を用い、proteinaseK濃度を 20陪/ml、probe濃度を 0.8ng/μ、hybridization温度を 480C、

NBT/BCIP処理を5時間としてLePGT-lのantisense、およびsenseプローブを用いた insitu 

hybridizationを行った(Table.1 Exp. 1参照)。この最初の実験の結果では、 antisenseプロ

ープを用いた hybridizationにおいて、表皮、および皮膚細胞に強い青色のシグナルが確認さ

れたが、同時に senseプローブを用いた場合にもシグナルが確認された。これは senseプ口一

ブの非特異的な hybridizationによる backgroundと考えられたため、次回は hybridization

温度を上げることとした。また、 proteinaseK処理が過剰だったためか、特に試料の表皮にお

ける損傷が著しく、次回は proteinaseK 濃度を下げることとした。なお、試みた 3種類、の固

定条件関で、試料の強度や組織の状態に明確な差が見られなかったので、次回の実験での画定

条件は 4%FAEで4
0

Cにて 3時間処理することとした。
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Table 1 

Experiment 

Fixation 

Prehybridization treatment 

Proteinase K concentration 

RNA probe concentration 

Hybridization temperature 

NBTI BCIP treatment 

Experiment 

Fixation 

Prehybridization treatment 

Proteinase K concentration 

RNA probe concentration 

Hybridization temperature 

NBTI BCIP treatment 

1 

2% FAE at 4
0

C 3hour 

4% FAE at 40C 3 hour 

4%FAE at RT o/n 

20μg/ml 

0.8 ngl ml 

48
0C 

5 hour 

3 

GN PFAat 40C 01 n 

baking at 80
0

C 01 n 

10μg/ml 

1.2 ngl ml 

48
0

C 

25.5 hour 

2 

4% FAE at 4
0

C 3 hour 

baking at 80
0

C 01 n 

1.0開 Iml

0.8 ngl ml 

530C 

8 hour 

次に、 LePGT-}の antisense、および senseプロープを用い、 proteinaseK濃度を1.0同Iml，

hy bridization温度を 530C、NBTIBCIP処理を 8持間としてぐTable.1 Exp. 2参照)、他の条件は初

回と同様に的 situhybridizationを行ったσig.4、5)。その結果、 proteinaseK濃度を大幅に下げた

ため、試料の損傷は緩和され、また hybridization温度を上げることによって senseプローブを

用いた hybridizationでの backgroundを軽減することができた。Antisenseプローブを用いた

hybridizationでは、 M9培地中暗黒下で培養した ha均Trootで表皮細胞全体、およびその内側の

皮層細胞でシグナルが確認された。また、 M9培地中光照射下で培養した hairyrootを試料とし

た hybridizationの場合、同じ細胞層でシグナルが見られたが、シグナルは暗黒下のものに比べ

て明らかに弱く、また局所的に確認されただけであった。この結果は、 M9培地において、光

照射下で培養した hairyrootでも、ある程度の mRNAが検出されたという前述の Northem解析

の結果と矛盾しないものと考えられた。
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hairy root cultured in dark hairy root cultured under continuous light 

Fig.5-1 In situ hybridization of LePGT-l antisense probe 

AH hairy roots were cultured in M9 medium. 
Transversal sections are 25μm. 
Vertical sections are 20μm. 

Bars; 500μm 

G 
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hairy root cultured in dark hairy root cultured under continuous light 
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Fig.5-2 In situ hybridization of LePGT-l sense probe 

AII hairy roots were cultured in M9 medium. 
Transversal sections are 25μm. 
Vertical sections are 20μm. 

Bars; 500μm. 
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条件の再検討により、試料の状態は良くなったものの、この条件においても依然 roothairの

欠落など組織の一部は損傷していた。このため、ベイキングにより試料のスライドグラスへの

接着を促進し、また固定条件は本研究室の松昭氏が採用した GNPFA (glutaraldehyde、

P紅aformaldehyde)固定液で、 4
0

Cにて一晩器定する方法を採用することとした。この固定条件は上

記の条件に比べて強いものであったため、proteinaseK濃度は 10問Imlとし、probe濃度を l.2ng/凶、

hybridization温度を再び 48
0

C、NBTIBCIP処理は 25.5時間としたぐTable.1 Exp. 3参照)。その結

果、 LePGT-lの antisenseプローブを用いた hybridizationでは、上記の場合と同様に表皮細胞、

およびその内側の皮膚細胞でシグナルが確認された(datanot shown)。また、べイキング、固定

条件の変更により試料の損傷はさらに改善された。しかし逆に、上記より強い罰定条件であっ

たためか、シグナルは全体的に弱くなった。

LePGT-2、LePAL-l、ならびにLe4CL-lの発現解析

LePGT-2、LePAL-l、および Le4CL-lそれぞれの antisense、senseプロープを作成し、上記の

条件で insitu hybridizationを行った。 LePGT-2の antisenseプロープを用いた hybridizationにお

いて、 LePGT-lの antisenseプローブを用いた場合と同様の発現パターンを示す傾向が認められ

たが、全体的にシグナルが極めて弱かったため、 antisense、senseプロープを用いた hybridization

の間で明確な結論を出すには至らなかった(datanot shown)。

LePAL-l、および Le4CL-lの antisense、senseプロープを用いた hybridizationの場合、 LePGT-

l、および-2のシグナルが確認された締胞層を含め、さらに内側の皮層細胞でもシグナルの発

色が認められる傾向があったσig.9、10)。なお、 LePAL-lの antisenseプロープを用いた場合、

M9培地中暗黒下で培養した hairyrootに比べ、光照射下で培養した hairyrootでわずかながらシ

グナルが強い傾向を示したσig.10)。これはムラサキの hairyrootを新鮮な M9培地(暗黒下、お

よび光照射下)に移植後、一過的に LePAL-lの発現量が増大し、暗黒下ではすそに減少する一方、

光照射下ではある程度の発現量を保っているという Northem解析の結果と矛盾しないと考えら

れた moしかし、いずれにおいても、固定条件が強すぎたためか、先の LePGT-2の場合と同様

に切片の状態は良いものの全体的にシグナルが極めて弱かったため、明確な発現パターンは得

られなかった。

考察

LePGT-l、およびJ はそれぞれ 306アミノ酸、 307アミノ酸をコードしており、 DNAレベル

で 74%、アミノ酸レベルで 93%の高い相向性を示すものの、これらの発現組織特異性に関する

知見は今まで得られていなかった。本研究により、両遺伝子は同様の発現パターンを示す傾向

にあり、根組織におけるそれぞれの mRNA局在部位は表皮細胞から皮層細胞の最外層に摂られ

ると考えられた。生合成の最終産物であるシコニンは、根組織の表皮細胞にのみ特異的に局在

しており、これは上記の LePGTの発現パターンとよく一致するものである。このことから、本

研究はシコニンの局在組織特異性に対する LePGTの spacialな遺伝子発現の特異性に関する産

接的な証拠を与えるものとなった。また、 PAL、および 4CLはシコニン生合成経路上、ゲラニ
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ル基受容体の PHB生合成に関与する酵素であるo 両遺伝子発現の制御は LePGTとは異なり、

光照射下/暗黒下、および LS培地励。培地、いずれの条件においても抑制を受けない 12)問。本

研究では、これら遺伝子の組織特異的発現の解析を試みたが、明確な結論を出すには至らなか

った。
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まとめ

ムラサキにおけるシコニン生合成の鍵酵素、 PHB:ゲ、ラニルトランスフエラーゼ (GT)は、

芳香族環を基質とするプレニルトランスフエラーゼとして植物において、または二次代謝系に

おいてもっともその性質が研究されている酵素のひとつである o しかし植物においては、この

ような芳香族環"プレニルトランスフエラーゼ遺伝子のクローニング例は無いため、本酵素の

cDNAを単離するにあたって、既にクローニングされている PHB:プレニルトランスフエラーゼ

(PHB: PT)である酵母のユビキノン合成系酵素遺伝子 COQ2及びそのホモログを検索し、そ

のアミノ酸保存配列を利用することにした。すなわち、その配列が植物二次代謝系 PHB:PTに

も保存されていることを期待し、ブライマーを設計してムラサキの cDNAlibraryをテンプレー

トに PCRを行った。増幅した断片をランダムにシークエンシングした結果、 COQ2遺伝子産物

CCOQ2酵素とする)と部分的にアミノ酸配列で 50%の棺向性を示すクローンが 2種類得られ

た。これらを、ムラサキ CLithospermumgrythrorhizon)町田:E.reny11ransferaseの意で、LePPT-l、

LePPT-2と仮称した。

これらはおのおの 306、307アミノ酸からなる蛋白質をコードしており、その相向性は立い

に 93%であった。両者ともに高い疎水性を示し、 8---9回膜貫通型の膜蛋白質であると推定さ

れた。また Kyte-Doolittlehydropathy plotによると、これらは全体に COQ2酵素のそれと酷似し

ていた。しかし COQ2酵素や、データベースに見られるそのホモログのほとんど全てがミトコ

ンドリア輸送シグナルを N 末端に保有していたのとは対照的に、LePPTにはこの輸送シグナル

は見られず ER局在性と推定された。このことは本クローン 2種がいずれもユビキノン生合成

酵素とは異なることを示唆していた。 COQ2酵素と高いアミノ酸相向性を示したのは親水性部

分のおそらく反応基質認識部位であると推定される 2箇所、 INDXXD配列及び GIKSTAL配列

とその周辺部位であった。 INDXXD配列はあらゆるプレニルトランスフエラーゼに共通するこ

とから、この周辺配列がプレニル基を認識すること、また GIKSTAL配列は PHB:PTサブファ

ミリーにのみ共通することから、 PHBと何らかの作用があるものと考えられる。

ここで得たLePPT2種が実際にシコニン生合成に関係する遺伝子であるのかを検定するため

に、ムラサキ培養細胞におけるいPPT-l、-2おのおのの発現パターン解析を行い、向時に GT

活性の増減パターン、またはシコニンもしくはエキノフラン類の生産パターンをモニターし、

これと比較した。その結果、両LePPTの発現はいずれも光により強く抑制され、タイムコース

もその発現量が最大になった後に、シコニンの生産量が増大するという強い相関性が示された。

また、他の因子、アンモニウムイオンや 2，4-Dによっても向LePPTの発現は抑制され、逆にメ

チルジヤスモン酸、酸性多糖によっては発現促進を受けた。このパターンも、モニターした GT

活性の変動および代謝産物量の増減と良く対応していた。また、植物体を用いた Northern解析

によりLePPTの発現器官を検定したところ、シコニン生産部位である根部、特に側根に発現が

限られていた。これらのことから、LePPTは 1、2ともにシコニン生合成に関連し、その調節

に大きな役割を果たす遺伝子であると結論付けた。様々な因子によるムラサキの GT活性調節

は、翻訳レベルではなく転写レベルで行われていると報告されているが、今回の結果はそれを

裏付けるものであった。
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以上、LePPTのアミノ酸配列とその発現解析より、本遺伝子はともにシコニン生合成に関わ

る鍵酵素、 PHB:GTであることが推定できた。そこで実際にLePPTを酵母において強制発現さ

せ、その酵素活性を測定してみたところ、酵母のLePPT形質転換体では主にミク口ソーム面分

において、ベクターコントロールでは見られない明らかな GT活性が検出された。このことは、

LePPTのコードする蛋白質が実際に、ゲラニル基 (GPp)を PHBのメタ位に転移する活性を有

していること、更に、少なくとも酵母においてはミクロソーム画分(おそらく ER膜)に局在

することが示された。この知見は、ムラサキ培養細胞において GTが ER膜に局在するという

データと一致しているo また、この酵母発現系を用いてLePPT蛋白質の基質特異性実験も試み、

ゲラニル基以外の他のプレニル基も基質として認識するかどうかを確認したむその結果、酵母

の内在性 COQ2酵素は報告されているように広い基質特異性を示し、本来基質とするヘキサフ。

レニル基 (C30)のみならず、 Cl0、C15、C20の様々なプレニル基に対して活性を示すのに対

し、LePPT蛋白質は Cl0のゲラニル基のみを基質とする非常に高い特異性を示した。このこと

からLePPT蛋白質は PHB:ぼであって、他のプレニル基転移活性を持つものではないことが

示された。

以上より、LePPTがシコニン生合成を行う GTをコードしていることが裏付けられ、LePGT

と改称することにしたが、LePGT-lと3 との差異は、ムラサキにおける発現様式においてもそ

の機能においても明確でなく、若干のアミノ酸配列の違い以上のものは見つけられなかった。

この 2つの酵素の生理的な役割の差異は、より詳細な実験によって今後明らかにされていくと

思われる。またゲノムサザン解析によって、LePGTに相同なファミリーメンバーは、この 2種

以外には、あつでもあと 1コピー程度であろうことが推定できた。ただし、今回のスクリーニ

ングでは第 3の分子種は得られておらず、仮に発現していたとしてもかなり低いレベルであっ

たことが予想できる o

また、本酵素のクローニングの成功により、この遺伝子をムラサキにおいて過剰発現させシ

コニンの増産を図るという議論については、既に行われている、大腸菌の ubiA を植物体に導

入して GTの触媒反応を補強するという実験 3ηより、 GTの反応産物である GBAが蓄積するだ

けでシコニン増産には結びつかないであろうことが予想される o シコニン生産量を決定する制

御段階は GTの他に、更にその下流にも帯在していると思われ、その段階の解明が、遺伝子エ

ンジニアリングによるシコニン増産には必須であろう o

LePGTの上流部分は、植物二次代謝の複雑な調節機構の鍵として興味が持たれることから、

inverse PCR法によりこの部位のクローニングを試みた。結果的には、ゲノムの物理的もしくは

化学的切断が原因で十分な長さの上流域が得られず (300bp程度)、十分なプロモーター解析に

繋げることはできなかった。しかし今後、クローニング技術の改良を重ね、更に上流域をクロ

ーニングしてLePGTの、更にはシコニン生合成の調節機構の全容を明らかにし、二次代謝系の

生合成調節機構のモデルを構築できることを期待する。

更に、LePGTはユビキノン生合成酵素とは対照的に、非常に基質認識に関して特異性が高い。

これらが共通のアミノ酸モチーフを持つにも関わらず、このような認識の差異が生ずることは

興味深く、基質の特定がどのアミノ酸構造に由来するのかを分子的に解明することは、今後の

二次代謝系プレニル化反応の基質改変やエンジニアリングに寄与するものと考える。今回確立

したいPGTの酵母での発現系は、LePGTをはじめとする酵素遺伝子のポイントミューテーシ
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幽圃幽幽-

ョン等の改変効果を検定するために有用であり、今後、この系を用いて時四:プレニル化酵素の

分子的解析を行うことも考えている。

一方、二次代謝産物には、シコニンやカンナピノイドの他、フラボノイドやクマリンなど生

合成段階で芳香族環のプレニル化を必要とする化合物が数百種確認されている。これらプレニ

ル佑フラボノイドなどは、ファイトアレキシンとして重要な生理的役割を果たしているものも

多く、様々な生理活性を有することから天然医薬品としての応用が期待できる化合物も少なく

ない。しかし、こういった芳香族環のプレニル化を触媒する酵素遺伝子のクローニングは今ま

で成功しておらず、本研究が最初の報告例となる。こういった意味で本研究が、本来のシコニ

ン生産をエンジニアリングするためのみならず、上述したような多くの代謝産物の生合成酵素

同定のためのプローブとして役立つことを期待している。
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実験方法

本研究を通じて共通した手法および機器を下に記しておく。本章においては、特筆しない限

り以下の方法または機器を用いたものとする。

|ムラサキ培養締胞の継代|

通常の培養細胞の継代は、 Linsm瓜erand Skoog's (凶)液体培地 (10-6MIAA、10司5Mkinetin) 

30 ml (100 mlフラスコ中)にて行い、暗黒下、 90rpm、250Cでロータリーシェーカにおいて振

とう培養した。 2""'3週間に一度、新しい培地に移植した。

|大腸菌の形質転換|

PCR産物を pT7-Blue(Novagen)にライゲーションした後、 HeatShock法により XL1-Blue株

にトランスフォーメーションし、 LB(ampicillin 80μg/ml)選択培地にて培養した。

!使用機器|

・微量遠心機(エツペンドルフチューブ用)

冷却遠心機:himac CR 15D (mTAcm) 

室温遠心機:himac CT 15D (田TAC回)

・冷却遠心機(フアルコンチューブ用、約2，000gまで)

M叫tipurposeRe台igeratedCntrifuge LX-120 (TOMY) 

・冷却遠心機(専用遠心チューブ使用、 10，000g用)

Automatic 回ghSpeed Refrigerated Centrifuge 20PR・-52(mTAcm) 

(ロータ-RPR20-2-903) 

・超遠心機(専用遠心管使用、 100，000g用)

日t蹴 entrifuge1L-I00 (BECKMAN) 

(ローター百.AI00.3)

-ハイブリダイゼーションオーブン

Multi-Shaker Oven HB (TAITEC) 

-菌用振とう培養器 (370C及び300Cで使用)

Soft Iuαlbater SLI -600ND (EYELA) 

• PCR用サーマルサイクラー

Programmable Thermal Controller PTC-100™ (フナコシ)
• HPLC (S回MAZU)

液体クロマトグラフ:LC-I0AD 

ヂィテクタ:SPD-MI0A 

シスチムコント口ーラー:SCL-I0A 

カラムオーブン:CTO-10AC 

解析ソフト:CLASS-VP (LCワークステーション)
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-シークエンス用 kit

Thermo Sequence fluorescent labelled primer cycle s叩 encl時 kit(Ame泊 am)

ムラサキにおけるプレニルトランスフエラーゼのクローニング

PCR法によるLePPTクローニング

Ld円のクローニング

Nested PCRに際し、 Fw-1""'2、Rv・1"""'5の 7種のヂィジェネレートプライマー、およびアダ

プタープライマ-AP1， AP2を用いた。この内、結果的にLePPTが得られた PCRのプライマ

ーペアは次の 2組であった。

(1 託P陀CR叫) AP1/R恥V伶-1:5'-G嶋胸蜘桐帽剛

(ω2ndP陀CRω) A沼P2/R恥Vは♂♂:5''':守T詑CY刊TG侃RT叩GDG配CR'即TA油DATD∞GT昧RT陀C(12OHAY羽ITD凶)-3♂ 1 

Marathon cDNA library solv. (X 50) 5μ1 

5μ1) (2ndPCRでは 1stPCR mix (x 20 dil.) 

アダプターブライマー 10pmol 

100"""'150 pmol ディジェネレートブライマ-

Klen Taq(CLONTECH) 

1. 940C 

2. 920C 

3. -550C 

4. 370C 

5. +31
0

C 

program 

1 min. 

30 sec. 

-l
OC/2 sec. 

30 sec. 

+1.1
0

C/2 sec. 

Klen Ta司bu宜er

1μl 

X10 

10島盟01

50μl 

6. 680C 1.5""'2 min. 

dNTPmix 7. X29 to 2 (2ndPCRではX19) 

total 8. 68
0

C 7min. 

9. end 

この PCRにより、 1stPCRでは1.1kbp付近、 2ndPCRでは 0.9kbp付近を中心にスメアーな

バンドが増幅した (Fig.2-3/ p. 7参照)。この増轄断片をランダムにシークエンシングしたとこ

ろ、 COQ2と相同性を持つLePPT(0.6 kbp断片)が得られた。

RACE法による全配列の決定

LePPT-2の 5'RACE、およびLePPTの 3'RACEに用いたプライマー配列と PCRプログラムは

以下の通り o

(LePPT -2 5'RACE) 5'-GCCAACATTTTTGGTAGACTGC-3' 

(LePPT 3'RACE) 5'-CCCTTTGTGTTTGCTTAYCCTCTC-3' 

S'RACE program-()内は 3'RACE

Marathon cDNA library solv. ( X 50) 5μl 

アダプターブライマ-AP1 15 pm01 
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1. 940C 

2. 94
0C 

1min. 

30 sec. 



RACE用プライマー 10 pmol 3. 57
0

C (60oC) 30 sec. 

Advan Taq (CLONTECH) 1μl 4. 680C 40 sec. (1 min.) 

Advan Taq buffer X10 5. X29 to 2 

dNTPmix 10nmol 6. 68
0

C 5min. 

total 50μl 7. end 

LePPT叩2の5'RACEでは約 0.4kbpに、 3'RACEでは約0.8kbpにシングルバンドが得られた。

シークエンシングの結果、 5京ACE産物は目的のLePPT-2であったが、 3'RACE産物もLePPT-2

だけしか得られなかったため、この PCR産物に対してLePPT・-15'RACE産物でコロニーハイブ

リダイゼーションを行ったところ、LePP下1の3'RACE産物が得られた。

LePPI'全長の増幡

LePPT-1、2の全長を改めてクEーニングするために、以下のブライマー配列と PCRプログ

ラムを用いた。

(LePPT-1 Fw) 5'・・GCTCTCTTATTATTCTTCCAATTTGGC-3'

(LePPT-1 Rv) 5'-GATGGAAATGGTGACACACACC♂ 

(LePPT -2 Fw) 5'-TCATCACATCTCTCAGTTTTCTCTGC-3' 

(LePPT-2 Rv) 5'-CGGAAGTATTTACTACCAAACAATGGC-3' 

Marathon cDNA library solv. (X 100) 5μ1 1. 940C 

Fwブライマー 50pmol 2. 940C 

Rvブライマー 50 pmol 3. 460C 

P釦polymerase(Promega) 2""'3 unit 4. 720C 

Pfu buffer X10 5. 

dNTI mix 10 nmol 6. 720C 

total 50μ7.  end 

program 

1 min. 

308ec. 

30 sec. 

2min. 

X29 to 2 

10min. 

LePPT-1は約1.1kbpに、LePPT-2は約 1.2kbpに強いバンドが増幅し(約0.6kbpにも薄いバ

ンドが見られたが)、これがLePPTの全長であることをシークエンシングで確認した。

コロニーハイブリダイゼーション

メンブレンの作成

(試薬)

Denaturate 801n~: 0.5 M NaOH、1.5M NaCl 

Neutralize 801s. : 1.5 M NaCl、0.5M Tris-HCl!pH7.5 

2OXSSC: 3MNaCl、0.3Mクエン酸三ナトリウム二水和物

(方法)
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• PCR産物をエタノール沈殿し、そのまま pT7-Blue(novagen)にサブクローニングして

XL1-BlueにHeatShock法で導入し、これを plate(9.5cmφ)あたり 100"'"'300コロニー

程度の密度に生育させたo

・この上に間に空気が入らないようにナイロンメンブレン(AmershamHybond N+)を約 1min 

間のせた(この聞に注射針で、メンブレンと plateの位置関係の印をつけておく)。

-菌のついた面を上にして Denaturatesoln.に2min湿潤させた。

-さらに Neutralizesoln. ~こ 2min 湿潤させた。

• 2xSSC (20XSSCを希釈)で軽く洗浄し、ラップで包んでuv-クロスリンカーで 1200
カウントの紫外線を照射し、 DNAをメンブレンに盟定した。

ハイプリダイゼーション

(試薬)

Hybridize solv. : 1 MNaCl、10%Dextran Sulfate、20mMTris引Cl(pH7.5)、 1%SDS、

50% Formamide、5X Denhardt's solution 

100 X Denhardt's solution: Fi∞1140010 g、PVP(polyvinylpyrrolodon) 10 g、

BSA (fraction V) 10 g!500凶 H20

変性サケ精子DNA

TE (10 mM Tris-HCl (pH8.0)， 1 mM EDTA) 

(方法)

1) DNAのラベリング (RandomPrimed DNALabeling Kit (Behringer Mannheim)) 

・プローブにする DNA断片約50ng (9μ1 H20)を熱変性させた。

• DNAにdeoxyATP/GTP !fTP mixture 3μl、10X reaction mixture 2μl、klenow

enzyme (exo-) (NEB) 1μI、α_[32P]_deoxyCTP 5μ1 (1万 MBq)を加え、 370Cで40min

incubateした。

・反応液を Quickspin column (Behringer Mannheim)に通して取り込まれなかったαー

[
32P]-deo勾 CTPを除き、これをプローブとして用いた。

2)ハイブリダイゼーション

・メンブレンを hybridizesolv.に浸し、 100μg!mlとなるように熱変性したサケ精子DNA

を加えた。

・ハイブリダイゼーションオープンで位。C、1hr以上incubateした (prehybridization)0 

・ラベリングしたプロープを熱変成させて incubateした hybridizesolv.に加え、 42
0

Cで

更に 12hr以上incubateした(non-stringentの時は370Cでincubate)。

3)メンブレンの洗浄 (Wash)
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-メンブレンをタッパーに移し、 0.2>くSSC、0.1%SDSを加え、 650Cで20min振とう洗浄

した (non-stringentの時は 2XSSC、0.1%SDSで550Cで洗浄)。

・上記の洗浄操作をもう一度繰り返した。

・メンブレンの水を軽くきり、ラップに包み解析した (BAS2000(Fuji film)、オートラジ

オグラフィ等)。

LePPTを得たプライマーペアによる PCR産物を導入した大腸菌に対してコロニーハイブリダ

イゼーションを行った結果、約 500コロニー中 20個がLePPTプローブに対してポジテイブシ

グナルを示した。これから 8個をランダムにシークエンシングしたところ、 2つの分子種に分

類できた。

ムラサキにおけるLePPTの発現解析

| ムラサキ培養細胞のサンプリング | 

本章の発現解析のサンプリングにあたっては、 100mlフラスコ中の LSまたは M9培地30ml 

に 1gの培養細胞 M18-1株を移植し、更にその上に 4.5mlの流動パラフィンを重層することに

よって細胞が産出するシコニンなどの代謝産物をこの有機層にトラップすることにした(細胞

にシコニンが残っていると、 GT活性測定に大きな障害が出るため)。ただし、 3・1の実験では

GT活性測定を行わないためパラフィンは重層しなかった。培養条件は継代培養と伺様である。

細胞のサンプリングは、ミラクロスを敷いた自血漏斗を用いて細胞を吸引漉過し、蒸留水で良

く洗沖して培地等を除いてから、生鮮重を測定して液体窒素で凍結保存した。

培地中シコニンの定量

・液体培地に 5mlのn-amylalcoholを加え、 vortexした0

・約 100mlの蒸留水をくわえ、上層の amylalcohol層を遠心分離して細胞残津を除いた0

・Amylalcohol層60μlをエツペンドルフチューブに採り、これに 2.5%KOH 1 mlを加

え懸濁、シコニンを抽出した。

・これを遠心分離して下層の KOH溶液(青色となる)を OD620で測定した。

計算方法

(生鮮重あたりのシコニン蓄積量)==abs>く18.7/(288 X生鮮軍 g)X 1.06/0.06 X 5 (μmol/g) 

培地中エキノフラン類の定量
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-液体培地に 3mlのhexaneを加え、パラフィン層と混合した0

• Hexane/パラフィン層を遠心分離して細胞残津を除いた。

. Hexane/パラフィン層5μlを直接HPLCにiniectionして、分離、定量した。

(HPLC条件)

HPLC system : Sl丑MAZULC・10AD

カラム:LiChrospher 100 RP-18 250 mmX4 mm (Merck) 

溶媒:CH3CN: H20: CH3COOH: (CH3)3N= 65: 35: 0ふ 0.3

温度:400C 

流速:1.5 ml/min. 

検出:254nm 

保持時間:(DHEF) 5.3--v5.5 min. (EFB) 7.8--v8.1 min. (acetyl shikonin) 6.8--v7.0 min. 

計算方法

エキノフラン類の定量は、 HPLCにおけるピーク面積(area)を用いて以下の式で算出した。

(DHEF蓄積量)== area X 4.962 X 10旬1.5/(256 X生鮮重g)(μmol!g) 

(EFB蓄積量)== area X 53.819 X 10-3 X 1.5/ (256 X生鮮霊g)(μmol!g) 

これらの総和をエキノフラン類蓄積量とした。

ムラサキ培養細胞における GT活性の測定

粗酵素液の抽出

-操作は全て氷上 (40C)で行った。

・サンプリングした培養細胞 19をあらかじめ 40Cに保存しておいた乳鉢に入れたo

・乳鉢に 0.1M K-Pi Buffer (戸6.5)3凶、 1M DTT (Dithiothreitol) 1/100 vol.、 PVPP

(polyvi可lpolypyrrolidone)約0.1gを加え、細胞を 3minほど破砕した。

・2重のミラクロスで絞りながら漉過し、鴻液を 40C、10，000gで 15min遠心分離して細胞残

j宰や核・ミトコンドリア画分を除いた。

・上清 2.5mlを40Cで、 0.1MTrかHClbuffer (pH7.5)で飽和した PD-10カラムに通し、脱

塩した。以下全てこれと同じTris-HObu笠erを用いた。

• Tris-HCl buffer 3.5 m1で溶出した溶出液に1/100vol.の 1MDTTを加えた0

・40C、100，000gで40min超遠心分離にかけ、膜画分を沈殿させた。

・ピペッティングを繰り返して沈殿を 150μlのTris任 Clbu能rに懸濁し、1/100vol.の 1M

DTTを加え、そのうち 85μlを粗酵素液として酵素活性測定に、 20μIを蛋白質定量

に用いたo

GT活性の測定

・一反応あたり 85μlの粗酵素液を用い、 10mMMgC12、1mMPHB、2mM GPP (total 100 
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μ1)として、エツペンドルフチューブ内において 300Cで 1hr incubateした0

・反応停止時に蟻酸5μ1を加えた。

・反応液に、内部標準として 0.5nmolの testosteronepropionateを加え、 150μlの酢酸エチル

で有機物を分配抽出した。

-窒素ガスを用いて酢酸エチル層を揮発させ、乾燥した酢酸エチル可溶踊分を HPLC用メ

タノール 10μ1に溶解した。

-このメタノール溶液5μlをHPLC用のサンプルとし、以下に示す条件で GBAの検出、

定量を行った。

(条件)

HPLC system : SIllMAZULC-10AD 

カラム:LiChrospher 100 RP-18 250 mm X 4 mm (Merck) 

溶媒:CH30H: H20: CH3COOH= 80: 20: 0.3 

温度:400C 

流速:1 ml/min. 

キ食出:254nm 

保持時間:6.1 "-'6.3 min. 

計算方法

内部標準である te抵抗eronpropionate (TP)での換算を行い、 HPLCにおける反応産物 GBAの

ピーク面積 (area)から以下の式により、酵素活性を算出した。

(GT活性)=area庁Parea X 120/ (0.138 X蛋白質量X274(GBA分子量)) ( nmol/hr. • mg) 

N'orthem解析

N'orthemメンブレンの作成

(試薬)

2OX MOPS: 0.4MMOPS、0.1M酢酸ナトリウム、 20mM EDTA (KOHでpH7.0に調整)

RNA泳動パップアー:ホルムアルヂヒド 1.6ml、ホルムアミド 5.0ml、20XMOPS0.5 ml、

グリセリン色素液1.6ml mix 

グリセリン色素液:グリセリン 5ml， BPB 1 mg、XC1mg.、0.5M EDTA(pH8.0) 20μ1、

H20 4.98 ml mix 

(方法)

・凍結した培養細胞からの totalRNA及びmRNAの抽出は、第三章で述べた kitにより行

った0

・抽出した RNA10μg相当にRNA泳動バッファーを適当量 (5"-'10μ1)加え、 65
0Cで

10min放置した後、氷上で 5min冷却した。

• RNAサンプルをアガロースゲル (1XMOPS、約 1.3%ゲルにエチジウムブロマイド 0.61/20

ml、ホルムアルデヒドを1/20vol.加えたもの)にアブライし、最初の 5minは50V、そ
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の後は 100Vで電気泳動した。泳動バッファーには 1XMOPSを用いた0

.トランスファーバッファーには20XSSCを用いた。

• 20xSSCで十分に湿らせたWhatman3MM漉紙を 3枚重ね、その上に気泡が入らないよ

うに RNA泳動ゲ、ルを置いた。

・ゲルの上に、気泡に注意してナイロンメンブレン(AmershamHybond N+ )を乗せ、その

上に更に 20XSSCに浸しておいたWhatman3MM漉紙3枚を重ねた。

・漉紙の上に十分量のキムタオル、ガラス板、重しをのせ 14-..18hrトランスファーした0

.ウェル部に水性色鉛筆(ファーパー・カステル社の DOCUMENT)で印をつけてからメ

ンブレンを剥がし、 2XSSCで軽くゆすいでラップに包み、クロスリンカーで RNAをメ

ンブレンに固定した。

・ハイブリダイゼーションの方法は、第二章参照 (stringentな条件)。

プロープ

. LePPT-1のプローブには5'末端側 680bpにMara出onkitのアダプター配列がついたも

の、LePPT-2のプローブには5'末端側756bpに同様の配列がついたものを用いた。(こ

れらは RT♂CRにおけるブライマ-Rv-2とAP2の増幅産物である。)

ゲノムサザン解析

Genomic Southemメンプレンの作成

*本研究室の'99年度修士卒業生の氏原ともみ民、学土卒業生の小円善正氏による。

・ムラサキ(武田薬品工業京都試験農園産、仙台産)5 gより、 CTAB法によりゲノムを抽

出、 DNeasyPlant Mi出Kit(QIAGEN)で精製した。

・制限酵素はEcoRI、HindIII、EcoRV (NEB)を用いた。ゲノム 5μg相当に対し各酵素

100Uを用い、 totalvolume 100μlで終夜incubateした。反応後、エタノール沈殿により

回収した DNAを15μlのTEbufferに溶解し、ゲルにロードした0

・電気泳動はW15cm、L20cm、T1cmの0.8%アガロースゲルにて行った。上記サンプ

ルをロードした後、 30Vで 15.5hr、さらに 40Vで2hr泳動し、トランスイルミネータ

ーで DNAの泳動パターンを確認した。

-このゲルをタッパーに移し、 Denaturatesoln.に浸して 1hr振とうし、次に液を Neutralize

soln.に入れ替え、吏に 1hr振とうした。

-以降のトランスファー及びハイブリダイゼーションの方法は、 Northern解析と同様。

ハイプリダイゼーション条件

ハイブリダイゼーション温度:3アC

Wash温度:600C 

Wash溶液:O.2xSSC、O.l%SDS
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酵母におけるLePP'I'の強制発現および機能解析

i 大腸菌および酵母発現用LePPrプラスミドの作成 | 
p-Bluescript SK (-) (大腸菌発現用ベクター)及びpDR196(酵母発現用ベクター)のEcoRI/Xho 

Iサイトを利用して、LePPT-1、-2の CDS全長をサブクローニングすることにした。LePPTに

はこれらの制限酵素サイトが無かったため、制限酵素サイトを加えたブライマーを設計し、既

に第二章で作成したLePPT全長を鋳型として、 PCRにより制限酵素サイトを導入した全長を増

幅し直した。

pDR196にサブクローニングするための CDSを増幅するために用いたプライマー配列と PCR

プログラムは以下の通り o (下線部;制限酵素サイト、太字;開始コドン)

(LePPT-1 Fw-EcoR 1) 5'-CGCGAAT1'CAGAAATGGTTTCCAGCAAACAAAC-31 

(LePPT-1 Rv劫 oI) 5'-GCGCTCGAGTGACACACACCATCATACCATAACATAC-3' 

(LePPT-2 Fw-EcoR 1) 5'-CGCG.AATTCTAGAATGAGTTCCAAACAAACACAGC♂ 

(いPPT♂Rv劫 01) 5'-GCGCTCGAGTACTACCAAACAATGGCTTGATAATCC-3' 

program 

2-2で増幅した全長LePP下1(-2) 0.5μg 1. 94
0

C 1 min. 

LePPT-1 (-2) Fw-EcoRIプライマー 100 pmol 2. 94
0

C 30 sec. 

LePP下1(♂) Rv-:励。1プライマー 100pmol 3. 46
0

C 30 sec. 

Pfu polymerase (Promega) 6 unit 4. 72
0

C 2min. 

Pfu bu:ffer X10 5. X29 to 2 

dNTP ID1x 2u盟llill 6. 72
0

C 10 min. 

total 100μl 7. end 

こうして増幅した断片を、 EcoRI/Xho1で処理し、同じく EcoRIIXho1で処理した p-Bluescript 

(大腸菌発現用)及びpDR196(酵母発現用)にうイゲーションした。

なお、 COQ2を酵母変異株で発現させるための pDP196・COQ2も作成した。 p-BluescriptSK 

(-)に挿入されていた COQ2遺伝子の全長(小門氏作成)をSacI1Spe 1サイトで切り出し、

pDR196のSma1サイトにSac1リンカーを挿入した上で、そのSac1βpe 1サイトにサブク口一

ニングした。

酵母 COQ2欠損株の作成

相同組換えによる C002遺伝子の破壊
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(試薬)

WAD培地 (lL): Yeast凶 ract(DIFCO) 1旬、 polypep知郎 (DIFCO)2旬、 glu∞se2旬、

Adenin sulfate 40 mg 

SD培地 (1L1: Yeast nitrogen base w/o amino acid (DIFCO) 6.7 g、carbonsour∞、 req"凶red

amino acid (add after autoclaved ; Leu 60μg/ml、 Trp40μg/ml、出S

20μg/ml、 Ura20μg/ml)

(方法)

まず、両端に COQ2遺伝子と相同の配列を持つ Genetisin耐性遺伝子を、遺伝子破壊用ベクタ

- pUG6をチンプレートとして PCRによって増幅した。使用したブライマー配列及び PCR条

件は次の通り o (下線部 ;COQ2遺伝子配列)

( COQ2-disrFw) 5'-QIAAGGTTATCAGAAGGGCGGAGTATACTATAGATTACAGTAGAACA 

GCTGAAGCTTCGTACGC-3' 

(COQ2-disrRv) 5'-QCACGCTATATCTACAAGAATCCAAACAGTCTCAAGATGTAGTCGGC 

ATAGGCCACTAGTGGATCTG-3' 

program 

pUG6 60ng 1. 94
0

C 2min. 

COQ2-disrFwプライマー 100pmol 2. 94
0

C 15 sec. 

COQ2-disrR vプライマー 100pmol 3. 53
0

C 30 sec. 

PLA:百NUMPfx polymerase(GIBCO) 2.5 unit 4. 68
0

C 2min. 

PLATlNUM buffer x 10 5. X29 to 2 

50mM乱19S04 2μl 6. 68
0

C 10 min. 

dNTP tnl五 30nmoI 7. end 

total 100μl 

その結果、約 1.5kbp (Genetisin耐性遺伝子サイズ)の断片がシングルバンドとして増幅でき

た。この 1β 量を用いて、後述する方法に従って酵母株 W303-1A[ade2鋤1/his2-11，15/ leu2-3，112/ 

trp1-1! ura3-1]にトランスフォーメーションを行った。この酵母を G418(200μg/ml)を加え

た YPAD培地に拡線し、約 2日間、 300Cで incubateして Genetisin耐性株を選抜した。しかし酵

母が培地一面に生えたため、これを元に新しい YPAD培地 (+G418)にレプリカを取り、 30
0

C

でincubateしたところ、 2日後に約20個のコロニーが生育した。このうち 16コロニーを選び、

SD (2% glucose)培地で生育し、 SD(3% glycerol)培地では育たないものを選抜したところ、

15クローンが COQ2破壊株の phenotypeを示した (Fig.4-3/p. 21参照)。

酵母からのゲノム抽出及び PCR

(ゲノム抽出法)
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• YPAD培地 10mlに酵母を移植し、 300Cで飽和するまで incubateした0

・4
0

C、1，600gで2min遠心分離して細胞を沈殿させた。

・上清を除き、 0.5mlのH20に懸濁してエツペンドルフチューブに移した0

・4
0

C、10，000gで5sec遠心し、上清を除いた0

・1% SDS/ 100 mM NaCl/ 10 mM Tris丑Cl(pH8.0) / 1 mM Na2EDTA溶液を 0.2凶加えた0

• Phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25: 24: 1)溶液を 0.2凶加えた。

・硝酸で洗浄したガラスビーズ (φ0.5mm)を0.3g加えた。

・4 min vortexし、 TEbuffer (pH8.0) 0.2 mlを加えた。

・常温、 1，600gで5min遠心し、水層を新しいチューブに移して 1mlの100%エタノー

ルを加え、混合した0

・4
0

C、10，000gで2min遠心し、上清を除いた0

・TEbu賀町0.4mlとRNaseA溶液 (9μg相当)を加えて懸濁し、 370Cで10min incubate 

した。

・通常のエタノール沈殿を行い、 DNAを1μg/μIとなるように適当量の H20に懸濁した。

(PCRによる確認)

確認に用いた COQ2遺伝子用プライマー配列及びプログラムは以下の通り o

(COQ2 full-Fw) 5 '-ATCAATCTTCGAGAAAAGGCTAAACGAGCC-3 ， 

(COQ2 full-Rv) 5'-GCGTTGTGAAGAATGACGCCAGGATC-3 

program 

ゲノム DNA 0.5μg 1. 940C 1 min. 

COQ2 ful1-Fwブライマー 50pmol 2. 940C 30 sec. 

COQ2 full-Rvプライマー 50 pmol 3. 520C 30 sec. 

Ampli Taq (Roche) 5 unit 4. 72
0

C 1.5 min. 

Taqbu査は X10 5. X29 to 2 

dNTP ffilx 1.Q型高01 6. 72
0

C 5min. 

tota 150μl 7. end 

この結果、酵母野生株については約 1.5kbpの、 COQ2欠損株については約 2kbpの断片が増

幅された (Fig.4-2/p. 21参照)。

酵母の形質転換(酢酸リチウム法5l

(試薬)

IXTE札iAc: 10 X TE buffer (pH7.5) 1凶、 10XLiAc(pH7.5) 1 ml、H208凶

1o X TE buffer CpH7.51 : Tris 2.42 g、EDTA・3Na0.824 g fi11 upω200 ml (pH7.5 wi也HCI)
1o X LiAc CpH7.5) :酢酸リチウムニ水和物 2.04g fill up to 50 ml (pH7.5 with acetic acid) 

47 



PEGlLiAc : 10 X TE buffer (pH7.5) 1 m1、 10XLiAc(pH7.5) 1凶、 50%PEG4000 8凶

(方法)

• YPAD培地5mlで、酵母W303-1A株または COQ2欠損株 (W303剛ムCOQ2)を前培

養した。

• YPAD培地50mlに、 OD600=O.2--0.3になるよう前培養液を移植した0

・菌体濃度が OD600=1.0--2.0になるまで培養する。通常3--5hrかかるo

・常温、 1，600gで5min遠心して、沈殿した菌体を 25mlのH20に懸濁した。

・同条件で再遠心し、菌体を 0.25m1の 1XTElLiAcに懸濁するo これをコンピタントセル

とした。

. 100μlのコンピタントセルにプラスミド DNA1 ""10μl、熱変成したサケ精子DNAを

100μg、PEG/LiAc0.7 m1を加え、ピペッティングで懸濁した。

• 300Cで30min、シェーカーで incubateした。

• DMSO 94μlを加え、ゆっくりと混合した。

• 420Cで 15min熱ショックを与え、 30min室温に放置した。

• 10，000 gで15sec遠心し、集菌して 0.8m1の H20で洗浄した0

・再遠心して、菌体を 0.4m1の YPAD培地に懸濁した。

• 300Cで3hr、シエーカーで、培養した。

• YPAD (+G418)、SD(-Ura)などの選択培地に拡線し、約2日、 300Cで培養した。

酵母からのプラスミド抽出

(試薬)

酵母溶解液:2% TriωnX叩100、l%SDS、100mM Naα、10mM Tris-HCl (pH8.0)、1mM

EDTA 

(方法)

・2m1の YPAD培地で酵母を培養した。

・ 1.5 m1をエツペンドルフチューブに移し、 10，000gで5sec遠心した0

.菌体を 0.2m1の酵母溶解液に懸濁した。

• Phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25: 24: 1)溶液を 0.2m1加えた0

・硝酸で洗浄したガラスビーズ (φ0.5mm)を0.3g加えた。

• 3"" 4 min vortexし、 10，000g、室温で 5min遠心した。

・上清を採り、通常のエタノール沈殿を行った。

• DNAを適当量の TEbufferに溶解した。

酵母における GT活性測定
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粗酵素液の抽出

(試薬)

100 mM Tris-HCl (vH7.5) 

100 mM Tris-S04 (pH9.41 : (pH9.4 with H2S04) 
1MK九Pibu首位 (pH7.41 : 1 M KJ:IP04200 ml、1 MKH2P04 50ml 
Solbitol/K九Pibuffe1 : 1.2 M Solbitol、20mM K+ -Pi buffer 

Breakingbu妊cr: 0.6 M Solbitol、20mM Tris-HCl (pH7心

(方法)

• YPAD培地200ml (300 ml t1ask)で300Cで酵母を培養し、 OD6oo=1.5-2.0にした*10

・培地を 50mlフアルコンチューブ4本に分注し、 40C、2，400gで5min遠心し、集菌し

た*20

-菌体0.5gあたり Tris-S045ml、1MDTT 1/100 volを加え、 30
0Cで 30min、90rpmで

振とうした。

• 2，400 g、40Cで5min遠心し、 5mlの SolbitollK九日bu能 rに懸濁した0

.上操作を 2度繰り返した。

• Zymolyase 20-T (生化学工業)0.5 mgを加え、 300C、90rpmで、 OD6∞が 1/20程度に減

少するまで(約 1hr)振とうした(細胞壁の消イ!:J)*30 

• 2，400 g、40Cで5min遠心し、 5mlの Solbitol/K+-Pi bufferに懸濁した0

.上操作を 2度繰り返した。

• 2，400 g、40Cで5min遠心した後、菌体に Breakingbu旺er5ml、1MPMSF 

(Phenylmethylsulfonyl t1uoridef in H20) 5μ1、1MDη を 11100volを加えた。

・懸濁液をダウンス型破砕器に移し、ピストンを 20回上下させて細胞を破砕した*40

・細胞破砕溶液を 50mlフアルコンチューブに戻して 2，400g、40Cで5min遠心し、細胞

残津や核を除いたo

・上清を氷冷しておいた 50ml用プラスチック遠心チューブに移して 10，000g、4
0

Cで5min

遠心し、沈殿はミトコンドリア画分として回収した*50

・上清を 100，000g、40Cで 1hr超遠心し、沈殿を膜画分として回収した。

・ミトコンドリア及び膜画分を 100mMTris司HCl(pH7.5) (+1 M DTT 11100 vo1)で 1度洗

浄し、同条件で、再遠心して塩類を除去した。

・各画分を適当量 (200-450μ1)の Tris-HCl(+1 M DTT 1/100 vol)に懸濁し、これを

粗酵素液として 1反応に 85μlを用いて GT活性測定を行なった。

・粗酵素液20μlをタンパク質定量に用いた。

注)*1 ・ODは、低すぎると菌量が十分でなく、高すぎるとプロテアーゼにより酵素が分解されるため

か、酵素活性が検出できなくなる。

• YPAD培地への形質転換株の植菌は、必ずSDトUra)培地等で選抜をかけたものから行う

こと。 YPAD培地で前培養を行うと、かなりの高頻度でプラスミドが脱落するという結果が出

ている。
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-培養時間については 16hr........30 hrまで様々だが、植菌する種の保存期間が長ければ長いほど増

殖速度も遅くなるようである。培養時間が30hrを超えるようであれば、本実験が失敗する可

能性は高い <*5)。

*2 ・一度目の遠心で4本のチューブにそれぞれ菌を沈殿させ、上清を少し残して捨て、再び残った

培地に懸濁する。この懸濁液を 1本のチューブに集め、再逮心することで菌を 1本のチューブ

に集める。

*3 ・50mlフアルコンチューブをバンドで振とう培養器に固定し、振とうする。

*4・ピストンは手で操作する。酵素が失活する恐れがあるため、泡が入らないように注意する。
*5・この段階で沈殿が見られないときは実験は失敗である。たとえ上清を超遠心しでも、沈殿が得
られることはほとんどない。原因は不明だが、最初の培養時闘が長すぎた時、植菌の種が古す

ぎた時に起こることが多い<*1)。

GT活性測定

活性測定、および反応産物 GBAの検出・定量方法は、第三章における GT活性測定法と同様

であるo

基質特異性の検定

粗酵素液の抽出方法は、上述したプロトコルに従った。

活性測定のブレニル基質としては、 dimethylallylpyrophosphate (DMAPP-C5)、

geranylpyrophasphate (GPP-C10) 、 farnesylpyrophosphate (目下C15/ Sigma ) 、

geranylgeranylpyrophosphate (GGPP-C20/ Sigma)の四種を用い、それぞれに対する酵素活性を

比較した。

反応生成物の同定及び定量は RIにより BAS2000で行うため、もう一つの基質である PHBは

14Cラベルされたもの傘を用いた。

*p・.Hydroxy[ringべJ-14C]benzoicacid (33 mCi/mmoI) CSigma) 

-一反応あたり、 10mMMgC12、400μMGPP (or DMAPP/ FPP/ GGPp)、24μM14C-PHB

(80 nCi、3kBq)とし、粗酵素液85μlを加えて tota1100μlでエツペンドルフチュー

ブにて 30
0

C、 1hr incubateした。(四種の反応に対して同じ粗酵素液を用いるため、

反応中の蛋白質量は一定である。)

・蟻酸5μlで酵素反応を停止させ、酢酸エチルで有機物を抽出し、ヘリウムガスで乾燥

させた。

• 10μlメタノールに溶解させ、全量を1LCプレート (20cmx20 cm、Kieselgel 60F254、

MERCK)にスポットした(スポットは直径5mm程度に抑える)。

・1LCの展開溶媒にはベンゼ、ン:酢酸エチルヰ8:2を100m1用い、展開は溶媒がプレート

の上端から 2cmのところで終了した(約2hr.)。

. 1LCプレートをよく乾かしてラップで包み、 BAS2000のイメージングプレートに48hr
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挟んでから解析した。

参考)PHB: Rf= 0.12 GBA: Rf= 0.24 FBA: Rf= 0.28 GGBA: Rf= 0.32 

ムラサキ bariyrootにおけるシコニン生合成遺伝子の組織特異

的発現の解析

1・3.実験材料および方法

|ムラサキの hairyrootの培養|

通常の継代培養は、 hairyrootをMS液体培地30ml (100 ml容三角フラスコ)で暗黒下、 90叩m、

25
0Cにてロータリーシェーカーで振とう培養し、 1か月に一度、その一部を新鮮な培地に移植

した。また、本研究においてはシコニン生産中の hairyrootを用いたが、シコニン生産の誘導は、

この MS培地中の hairyrootをM9培地(暗黒下、および光照射下)に移植することで行った。

|ムラサキhairyroot t7J片の調製|

M9培地(暗黒下、および光照射下)で培養したムラサキの hairyrootをカミソリ刃で約 lcmに

切断し、 FAE固定液(4%、および 2%)、または GA/ PFA固定液で国定した後、エタノールで脱

水し、ワックスσ訂aplastp1us、OXFORD)に包埋した。包埋後、メスを用いてフリーハンドで適
当な大きさにトリミングし、ミクロトーム(全自動回転式ミクロトーム RM2155、Leica)で厚さ

20μmの縦切り切片、および25μmの輪切り切片を作成した。その後、切片をスライドグラス(ス

ーパーフロスト APSコート付、 MATSUNAMI)に滴下した蒸留水の上に乗せ、パラフィン伸展

器(HOTPLATE SP-45D、HlRASAWA)上で 4rcにて一晩乾燥した。

PIGラベル悶Aプローブの作成 (invitro蜘 scription)1

テンプレートとしては、目的の DNAがサブクローニングされている pB1uescriptを insertの

一端の適当な制限酵素で digestして直鎖状にした後、フェノール・クロロホルム処理、および

EtOH沈殿を行ったものを用いた(Sac など、切断後に 3'末端突出となる制限酵素は不適)。用

いたtemp1ateDNA はFig.11に示した。 DIGラベルした RNAプロープは、 DIGRNA Labe1ing Kit 

侭oche)を用い、標準プロトコールに従って作成した。また、操作はすべて陪'Ilase合eeで行った。

プロトコールは以下の通り o

purified template DNA 1 μg in sHzO 13μl 

-add (on ice) NTP labeling mix 2同

10 X conc transcription bu宜er2μI

RN ase inhibitor (40 U /μ1): 1μl 

T7 or T3 RNA po1ymerase: 2μ1 (制限酵素処理によりどちらか決定)
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制incubateat 37
0C 2hr 

-add DNase (RN ase企ee)2μl 

-incubate at 3 7
0

C. 15 m出

-add 0.2 M EDTA 2μ1 (反応停止)

-store at剛200C

反応停止後、 sizemarkerとともに電気泳動して反応産物の確認を行った。 RNA濃度は Gene

Quant (pharmacia Biotech)で260nmの吸光度を測定することで決定した。

旨削ocolfor in situ hybridizationl 

E滋ilim

・cutthe tissue with razor-blade σeather) as small as 1 cm on a clean filter paper 

(remove grease using 100% EtOH from the blade before use， and cut as quickly as 

possible to avoid drying and injuring血etissue) 

-transu町 intoa new 50 ml Falcon tube containing 20-25 ml fresh fixative at 40C 

(on ice) 

-apply vacuum for a few minutes (small bubbles should be removed企omthe tissue， 

but avoid boiling) 

-incubate at 4
0

C(RT) o/n or 3hr 

Wax embeddine 

・removethe fixative with Pasteur pipet (to avoid drying the tissue， remain some 

solutions) 

・50%EtOH 20-25 ml on ice， 20 min x 2 

嶋70%EtOH 20・25ml on ice， 20-30 min 

噸80%EtOH 20-25 ml， 20-30 min 

・90%EtOH 20-25 ml， 20・30min

剛1000/0EtOH 20・25ml， 20-30 min 

・1% Eosine-Yellowish in 100%日OH

-100% EtOH 20・25ml， 20-30 min 

占tOH/ tBuOH (3:1) 20-25 ml， 30 min 

占tOH/ tBuOH (1: 1) 20-25 ml， 30 min 

占tOH/ tBuOH (1:3) 20-25 ml， 30 min 

-tBuOH20・25ml at 320C， 30 min 

-Paraplast plus (OXFORD) saturated with tBuOH 20-25 ml at 32
0C， 4 hr・o/n

酬Paraplastplus saturated with tBuOH 20-25 ml at 450C， o/n 

鰍Paraplastplus at 60
oC， o/n * 

Paranlast sections 
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制cutthe tissue embedded in paraplast to柱apezoidshaped blocks and mount them on 

也eobject holder of the microtome侭M2155、Leica)

-cut 10-25μm thick sections 

-transfer ribbons onto a drop ofwater on the slide glass 

・leaveslides o/n at 42
0

C on也eheating pl蹴但OTPLATE SP-45D、HlRASAWA)

剛storethe sections in a dust仕'eebox at R T up to several months 

Dewax lRN ase free) 

-incubate the sides at 80
0

C o/n 

・勾rlene，20 min x 2 

・勾rlene/ EtOH (1: 1)， 20 min 

蜘100%EtOH， 20 min x 2 (ノノ)

-95% EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min 

醐85%EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min (ノノ)

圃70%EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min (ノノ)

・50%EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min (ノノ)

-30% EtOH， 0.85% NaCl in HzO， 5 min (ノノ)

・0.85%NaCl in HzO， 5 min (ノノ)

心.2M HCl" 10 min (//) 

-HzO， 10 sec x 2 (box 2) 

-proteinase K (fma1 concen甘ation1-30 flg/ml) in 2 x SSC， 0.1 % SDS at 3rc， 5 min (box 3) 

岨0.75%glycine in 2 x SSC， 5 min (box 4) 

-4% formaldehyde in 2 x SSC， 5 min (box 5) 

-50% formamide in 2 x SSC， 5 min (box 6) 

醐0.85%NaCl in HzO， 10 sec-l min (box η 

働 AczO1 ml in 0.1 M Et3N (adjusted with conc HCl to pH 8.0)， 5 min (box 8) 

-add AczO more 1 ml， 5 min 

幽0.85%NaCl in HzO， 10 sec--l min (box η 

・70%EtOH， 5 min (box 8) 

欄95%EtOH， 5 min (1/) 

鵬100%)EのH，5 min (1/) 
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