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は　じ　め　に

スチルベンとカルコンは共にポリケチド合成酵素によって合成され，カルコン合成酵素は植物
に普遍的に分布し，スチルベン合成酵素は偏在することが知られている1)。スチルベンはファイ
トアレキシンとして有名であるが2-5)，マツ属の心材スチルベン6)やトウヒ属の樹皮スチルベン7)

などマツ科樹木では構成的に存在するスチルベンが知られている。それらはいずれも防御物質と
考えられる。一方，本研究で取り上げた Sphingomonas paucimobilis TMY1009はそれらを分解
する酵素を持つ8-10)攻撃者と考えられる。著者らはスチルベンを介した，植物と植物を取りまく
生物間の相互関係を詳らかにして行こうと考えている。S. paucimobilis TMY1009は，4位に水
酸基を持つ trans-スチルベンを分解するリグノスチルベンジオキシゲナーゼ（LSD）アイソザイ
ム群を産する8)。LSDには4つのアイソザイムが確認されており，それらは全て2量体酵素でαα，
αβ，ββそしてγγという構成を取ることが分かっている9,10)。これまでにαおよびβサブユニットの
遺伝子をクローニングし 11,12)，大腸菌内で両遺伝子を同時に発現させることでαβヘテロ 2量体
が産生されることも確認された 13)。一方，酵素精製の過程ではαγおよび βγヘテロ2量体は認め
られなかった 9,10)。この様に γサブユニットは他のサブユニットと混成して 2量体を構成しない
可能性が高く，この点で特異的な存在と考えられた。LSDの4次構造と酵素機能との相関を探る
観点からも，γサブユニットがαないしβサブユニットとヘテロ2量体を形成するか否かは，大変
興味深い重要なポイントである。本研究ではα，β，γの各サブユニット遺伝子を特異的に検出す
るPCR primerを作製し，LSD遺伝子群の解析を行ったので報告する。

材料および実験方法

1. γサブユニットのアミノ酸情報の取得
先ず，既報 10)に従い S. paucimobilis TMY1009を培養し，収集した菌体を超音波破砕し，カ

ラムクロマトグラフィーによりLSD-IV（γγ）を電気泳動的に単一に精製した。更にRP-HPLC精
製を行い，収集した γサブユニットをリシルエンドペプチダーゼで消化し，その処理断片を RP-
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HPLCにより単離した。未消化の γサブユニットおよび単離したペプチド p21のN末端アミノ酸
配列を分析した。

2. α，β，γサブユニット遺伝子検出プライマーの設計
ペプチドp21のN末端アミノ酸配列中でαおよびβと相同性が低い部分に対応する塩基配列を

基に18merのアンチセンス方向のミックスプライマーを作製した (primer lsdC309r)。既知のαサ
ブユニット遺伝子（lsdA）の開始コドンを含むセンス方向20merをprimer lsdA-N，終止コドン
を含むアンチセンス方向 18merを primer lsdA-C，全く同様に βサブユニット遺伝子（lsdB）の
開始コドンを含むセンス方向20merをprimer lsdB-N，終止コドンを含むアンチセンス方向18mer
をprimer lsdB-C Nとした。γサブユニットのN末端1番目のアミノ酸残基Alaより6番目のThr
までのアミノ酸配列はβサブユニットの配列に一致したので，primer lsdB-Nを γサブユニットの
N末端側 primerに流用した。primer lsdA-Nと primer lsdA-Cを合わせて primer A set，primer
lsdB-Nと primer lsdB-Cを合わせて primer B set，primer lsdB-Nと primer lsdC309rを合わせて
primer C setとした。

3. PCRの条件
Primer AおよびB setでは98°C1′, (98°C20", 72°C2′)×30， primer C setでは98°C1′, (98°C20",

45°C30", 72°C2′)× 35で PCRを行った。DNAポリメラーゼは 3′→ 5′エキソヌクレアーゼ活性
を有するEx Taq（Takara社）を用いた。

4. PCR産物の確認と産物のTAクローニングと塩基配列の解析
S. paucimobilis TMY1009の全DNAに対して各primer setでPCRを行い，それらのPCR産物
はアガロースゲル電気泳動によりサイズの確認を行った。次にその産物を pGEM-T Easy Vector
System I （promega 社）を用いて TA クローニングした。コンピテントセルは自作した E. coli
DH5αを用い，培養はアンピシリン (100µg/ml)入りのLB培地で行った。
コロニーからボイル法で DNAを調製し，pGEM-T Easy Vectorのクローニングサイトの両側
にあるT7プロモーターおよびSP6プロモーター配列のprimerを用いたPCRにより挿入断片のサ
イズ確認を行い，陽性クローンの絞込みを行った。陽性クローンでは PCR primer直後の塩基配
列を解析した。解析にはアプライドバイオシステム社ABIプリズム310DNA解析装置を用いた。

結 果 と 考 察

γ サブユニットをリシルエンドペプチダーゼで消化したペプチドの RP-HPLC 解析の結果を
Fig.1に示した。矢印で示したペプチドp21を単離し，未消化の γサブユニットと共にN末端アミ
ノ酸配列を分析し，既知のα，βサブユニットのアミノ酸配列と比較した（Fig.2）。それらの情報
を基に設計したprimerをFig.3に示した。そのprimer A, B, C setによる lsd遺伝子の検出状況を
Fig.4に示した。primer A setではS. paucimobilis TMY1009の全DNA或いは lsdA遺伝子を含む
プラスミドpKHN259011)をテンプレートとした場合に1.5kbのPCR産物が認められ，lsdB遺伝
子を含むプラスミドpKHE170012)をテンプレートとした場合にはPCR産物は認められなかった。
同様に，primer B set では S. paucimobilis TMY1009 の全 DNA 或いは lsdB 遺伝子を含む
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pKHE1700 をテンプレートとした場合に 1.5kb の PCR 産物が認められ，lsdA 遺伝子を含む
pKHN2590をテンプレートとした場合にはPCR産物は認められなかった。一方，primer C setで

Fig. 1. RP-HPLC analysis of peptidase-digested γ subunits.
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はS. paucimobilis TMY1009の全DNAをテンプレートとした場合のみ0.9kbのPCR産物が認め
られ，lsdA遺伝子を含むpKHN2590ないしは lsdB遺伝子を含むpKHE1700をテンプレートとし

Fig. 2. Comparison of amino acid sequences of LSD subunits.
A; deduced from lsdA. B; deduced from lsdB. C; intact γ subunit. p21; peptide digested by
peptidase.
The number shows amino acids sequence numbers.
The under lines show the primer positions.
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た場合には PCR産物は認められなかった。このことから primer C setで検出されたものは lsdA
および lsdBのいずれでもないと考えられた。
更に各primer setによるPCR産物をTAクローニングし，それらの塩基配列解析を行った。ま

ず，primer C set での結果について述べる。primer lsdB-N 直後の塩基配列は CCT-GCC-TTC-
ACC-GGC-TTC-AAC-GCC-CCT-TCG-CGC-ATC-GAG-TGC-GAC-ATT-CCG-AAC-CTG で
あり，アミノ酸に翻訳するとPAFTGFNAPSRIECDIPNLとなり，Fig.2に示したインタクトな γ

サブユニットのN末端アミノ酸配列と一致した。また， primer lsdC309r直後の塩基配列はCGC-
TTC-GGG-CAC-GTC-GAC-ATG-GACであり，相補鎖をアミノ酸に翻訳するとVHVDVPEAと
なり Fig.2に示したペプチダーゼ消化したペプチド p21のN末端アミノ酸配列と一致した。この
ことから，primer C setを用い検出されたものは γサブユニット遺伝子（lsdC）であると考えられ
た。次にprimer A, B setでの結果について述べる。各クローンのprimer直後の塩基配列は，既知
の lsdA,Bの塩基配列と一致した。このことから，primer A,B setでは lsdA,B遺伝子がそれぞれ
検出されることが確認された。以上のことから，primer A, B, C setにより，lsdA, B, C遺伝子を
特異的に検出可能と考えられた。

TA クローニングでは陽性クローンが複数得られたので，それらの塩基配列を更に詳細に比較
した。primer A setでは 5クローン，primer B setでは 6クローン，C setでは 3クローンを用い
た。解析は各クローンのN末端側の 360塩基とC末端側の 360塩基を用いて行った。Fig.5に示
したようにprimer A setでは5クローン全てが互いに異なる配列を示し，既知の lsdAと一致する
ものは観察されなかった。それらはアミノ酸残基にして8箇所で既知の lsdAの塩基配列と1ない
し2塩基異なった。Fig.6に示したようにprimer B setでは6クローン中4クローンは既知の lsdB
の塩基配列と一致した。残り 2 クローンは異なる箇所で既知の lsdBの塩基配列と一塩基異なっ
た。primer C setでは3クローン全ての塩基配列は一致した。DNAポリメラーゼによる転写ミス
はどの場合にもほぼ同程度の確率で起こるものと考えられる。ところが lsdA では一塩基の置換
が他に比べて多く観察された。想像の域を出ないが，このバリエーションの出現頻度はサブユ
ニットをコードする遺伝子のコピー数を反映しているのではないかと思われた。LSDアイソザイ
ムの中で LSD-I(αα)が最も多い 9)のは，S. paucimobilis TMY1009が lsdA遺伝子を複数持つか
らで，lsdB遺伝子は複数あるが lsdA遺伝子より少なく，γγ体が少ないのは lsdC遺伝子が 1つし
か存在しないから，と説明できるのかも知れない。なお，現時点では lsdA遺伝子群や lsdB遺伝

Fig. 3. Primers specific for LSD subunits.
S=G+C, R=A+G, Y=C+T
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Fig. 4. What lsd gene is detected by PCR with primer A, B, and C set ?
template G; genomic DNA of S. paucimobilis TMY1009
template lsdA; lsdA gene on plasmid pKHN2590
template lsdB; lsdB gene on plasmid pKHE1700
λ; λ DNA digested with HindIII
Arrows indicate size of DNA fragments

Fig. 5. Comparison of the sequences of TA cloned lsdA gene.
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子群という括り方ができるかどうかについて議論するには十分なデータがない。今後，十分に検
証されなくてはならない。

要　　　　　旨

スチルベンは有名なファイトアレキシンの一つである。この研究ではそのスチルベンを分解す
る能力を持つ細菌 Sphingomonas paucimobilis TMY1009を取り上げる。スチルベン型ファイト
アレキシンとそれを分解する菌の産生する酵素リグノスチルベンジオキシゲナーゼの関係は，
ファイトアレキシンを生産する植物とそれを攻撃する微生物との攻防を探るモデルケースであ
る。リグノスチルベンジオキシゲナーゼはα，β，γサブユニットからなる二量体酵素でαα，αβ，
ββ，γγの4種のアイソザイムが確認されている。
第三の γサブユニットをペプチダーゼで分解し，分解産物のN末端アミノ酸配列情報を得，そ
れを基に未知の γサブユニット遺伝子を検出するプライマーセットを開発した。それにより既知
のlsdA,Bと異なるlsd遺伝子の検出が確認された。それはγサブユニット（lsdC）遺伝子と思われた。

キーワード： リグノスチルベン・リグノスチルベンジオキシゲナーゼ・サブユニット・遺伝
子・検出プライマー
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Summary

We wished to gain a better understanding of the interaction between plants and the
microorganisms around plants through chemical interaction. Our study was designed to
understand the offensive and defensive battle between plants armed with stilbenoid and
microorganisms armed with stilbenoid detoxication enzyme. Stilbenoid is one of the most well-
known phytoalexins. We focused on Sphingomonas paucimobilis TMY1009 that produced four
lignostilbenedioxygenase (LSD) isozymes, degrading stilbenoid type phytoalexin. LSD isozymes
I, II, III, and IV were composed of αα, αβ, ββ and γγ subunits, respectively, and showed different
substrate specificities. The genes of α and β subunits of LSDs have already been cloned and
sequenced.

The peptides of γ subunits digested by peptidase were analyzed for their N terminal amino
acids.  The deduced primers for the γ subunit made it possible to detect an unknown lsd gene that
was thought to be the gene of the γ subunit (lsdC).
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