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序論

植物二次代謝産物の中には、酢酸を構成単位とする多様な構造を持ったポリケタ

イドと総称される化合物群が存在している。 Fig.1にいくつかの例を示した。これら

の化合物は、ポリケタイド合成酵素 (polyketidesyJ1lhase. PKS)によって生合成さ

れる。まずmalonyl-CoA (8)由来のC2コ喝ニ ットの締合反応によって生成するポリケト

メチレン鎖が、様々な様式により閉環し、それぞれの基本骨格が生成すると考えら

れている。
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Fig. 1. Reactions of polyketide synthases. 

カJレコンとスチルベンもやはりポリケタイドであり、その骨格は、 Fig.2のように、

p-coumaroyl-CoAσ)をスターターに、l1lalonyl-CoA(8)由来のC2ユニットの伸長反応

を3回行い、生じたテトラケチドがそれぞれ特異的な様式で環化されることにより

形成される。このような反応を触媒するのが、それぞれカルコン合成酵素 (chalcone

synthase、CHS) とスチルペン合成酵素 (slilbenesyntha旬、 STS)である[1]。古くか

ら、植物由来のPKSとしてCHSとSTSについて研究がすすめられており、タンパク質

としての性質もある程度わかってきている。まず、いずれも41-47 kDaのサブユニッ

トのホモダイマーであることが示されている(2，3，4，5]。菌類のPKSは研究の進んで

いる脂肪酸合成酵素 (fattyacid synthase、FAS) と基本的な構造が似ており [旬、 類似

の反応機構で触媒作用を現していることが知られている。しかし、 CHSとSTSの場

合、 FASと似た性質(マロニル基のCO，交換(7J、セルレニンによる阻害(8]など)も



あるカ宮、アシルキャリアープロテインや4二ホスホノTンテテインカf関与ーしていない[2J

、配列の相向性が低い、など、構造の類似性がなく、反応機構に関して得られてい

る知見は限られている。

naringenin chalcone 
[ch剖∞neJ(1) 

OH 
resveratrol 
[stllbene 1 (4) 

Fig. 2. Reactions of chalcone and stilbene synthases. 

近年の分子生物学の進歩により、複数の値物からCHSやSTSのクローニングがな

され[9]、他にも、 f直物ポリケタイド合成酵素であるピベンジル合成酵素 (bibenzyl

synthase、BBS)[10]及びアクリドン合成酵素 (acridonesynlhase、ACS)[11Jがクロ ー

ニングされている(Fig.3)。 これらの酵素タンパク質は互いに高い相向性があり、

CHSスーパーファミリーと総称されている。これら似て異なる酵素の配列中、相向

性のある部分が共通の反応である締合反応に、相違点が基質特異性や閉環の遠いに

関わっていると思われる。まだはっきりとタンパク質構造と生成物の関係を示した

例はないが、これを解析することは、植物ポリケタイド合成酵素の反応機構の解明

に大きく寄与するものと思われる。

アマチャ (Hydrangeamacrophylla var. 'hultbergii)には、直鎖状のテトラケタイド

(l2)から生合成されると考えられるhydramacroside8 (13)が存在する (Fig.4)。つま

り、 CHSスーパーファミリーの新たなメンバ」で、中間体を閉環させず、 12を遊離

させる活性を持つPKSが存在すると考えられる。このようなPKSの配列が明らかに

なれば、間環反応に関与する構造の同定に役立つと思われる。また、同じくアマチヤ
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に存在するthunberginolC (15)はスチルベンカルボン酸 14から生合成されると考えら

れる。したがって、中間体のフォールデイングはSTSと同じでありながら、脱炭酸

を行わない酵素の存在も考えられ、 STSによる脱炭酸の機構の解明に大きなヒント

を与えてくれることが期待される。そこでまず私は、アマチャよりこのようなPKS

のクローニングを検討することにした。本論の第l章から第3章において詳しく述べ

る。

Cha1cone synthase (CHS) 

C10ned from 40 specles 
Sti1bene synthase (STS) 

C10ned from 4 speαes 1dentlly (amino acid 1eve1) 
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Fig， 3， Members 01 the CHS superlamily which have already been cloned 
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~ig ， 4: Chalcone and stilbene synthases and hypothetical polyketide synthases 
from Hydrangea macrophylla var_ thunbergii (Amacha) 
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ところで、 CHSは、 Fig.5に示すようなE羽生成物、アリルピロン 18、ベンザルアセ

トン 19、スチリ Jレピロン 20を生成させることが報告されている。このことは、 7を

スターターに段階的に伸長反応が起きる、という反応機構を証明するものである。

私は、 CHSやSTSがこのほかにも副生成物を生成させるのではないかと考えた。そ

してその中には、 CHSとSTSの反応機構の違いを反映したものもあると期待できる。

そのような副生成物の生成量は低いことが予想されるが、すでに私達は、 CHSと

STSの大腸菌での大量発現と精製に成功している。そこで、この大量の精製酵素を

用いてラージスケールの反応を行い、反応副生成物を詳しく分析することにした。

これについては第4章で述べることにする。

また、最後に第5章において、 CHSスーパーファミリーの進化についてアミノ滋配

列と酵素機能から類推される仮説について説明する。

OH 

Fig. 5. Reactions 01 chalcone and stilbene synthases and by-products 
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本論

第l主義 アマチャ ポリケタイド合成酵素のcDNAクローニング

第 l節 アマチャのポリケタイド合成酵素

まず、アマチャに存在が期待されるポリケタイド合成酵素について述べる。

1 アマチャ菜に存在するポリケタイド成分

アマチャ (Hydrtll/geatI1Clcrophylla var. rltunbergii)葉には、次のようなポリケタイ

ドと思われる成分が含まれていることが、主にYoshikawaのグループにより明らかに

されている [12，13， 14， 15，16]。すなわち、フラボノール21から29 (Fig.6) 、スチル

ベンカルポン酸30及び二重結合に水が付加した両日糖体31と32 (Pig. 7)、ジヒドロイ

ソクマリン15，33から42 (Fig. 8) 、イソクマリン43と44 (Fig. 9) 、フラノン45か

ら47 (Fig， 10) 、及びセコイリドイド48と13 (Fig. 11)である。このうち含量が特

に多いのは、 hydrangenol(33)とphyllodulcin(35)であり、特に35はショ糖の約400倍の

甘さを持ち、生楽甘茶 (Hydrangeae Dulcis Folium)の甘みの本体である。33は

Hydrangea属に特徴的な化合物であり、 35はアマチャ以外の植物には検出されていな

い。また、セコイリドイド48と13は生の葉のみに存在し、プロセスされた生薬甘茶

からは検出されていない。

H 

0円

OH 0 

kaempferol (21) 円=H

22 : R = Glc-(1-2)ーGlc

23・ R= Glc-(1-6)-Rha 

24・ R= Glc-(1-2)ーGlc
1(1-6) 

Rha 

OR 

OH 0 

quer，田 tin(25)・ R=H

quer，伺rin(26) : R = Rha 

isoquerd1rin (27) : R = Glc 

OH 

OH 

則前n(28) : R = GIC(1-6)Rha 

29: R = Glc(l・2)Glc

Fig. 6. Flavonols and their glycosides in leaves of 
Hydrangea macrophylla var_ thunbergii_ 

OH 

OH 

hyd四ngeicacid (30) 

OH 

R， 

hyd団nge坦 ~l口JSideA( 31): R，=Glc，R2=H 

hydrangea glυcoside B (32): R， = H， R
2 
= Glc 

Fig_ 7. Hydrangeic acid and hydrangea glucisides. 
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phyllodulcin (35)・ R，=OH，円2= CH3・R3=H thunberginol E (42)ー R，= OH， R2 = CH3 
36: R， = OH， RL = CH3， R3 = Glc 

37: R， = OGlc， R2 = CH3， R3 = H 

38: R， = OCH3， R2 = CH3， R3= H 

thunberginol G (39): R， = OH， R2 = H， R3 = H 

40・ R，= OGlc， R2 = H，円'3=H 

Fig. ~. D i~ydr~isocoumarins in leaves 01 Hydrangea macrophylla 
var. thunbergii 

OH 0 

~H 

h、/、OH
thu此四yr百 A(43): R = H 

thunberginol B (44): R = OH 

Fig. ~: Is~cou~arins in leaves 01 Hydrangea macrophylla 
var. thunbergii. 
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凧，Å) 人~r -V- ri 'V'、OH

グ'v'"、，..， ，.c-..ゾヘ門
、L__l 1: 11 1 、.?-ー『、 ""'-/--一一、-y '0 "γ""0  

OH OH OH 

hyd閏間百OJYlyflolA ( 45) hydramacrophyllol B (46) thungerginol F (47) 

Fig. ~.O. F.uran~nes in leaves 01 Hydrangea macrophylla 
var. thunbergii， 

HO、ヂ匹、 HO、ヂ炉、
v人~，..tO"-.óO ~人〈〈〈 /1o、 o

I 11 1 H 1 11 1 11 1.... r 
OH 0 、wιA久、 o 0聞H O ~λ久、

h刷y凶dr:悶酬a町'ama配cro悶。

lμ}A::ιGt i Aωt 
Fig. 11. Secoiridoid glucosides in leaves 01 

Hydrangea macrophylla var. thunbergii. 

2 アマチャ予定ポリケタイドの生合成とポリケタイド合成酵素

これらの生合成とそれに関わるPKSを考えてみる。まず、 21から29の前駆体が
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naringenin chalcone (1)であることは間違いない (Fig.J2)。従って、他のあらゆる高

等植物と同じくアマチャにもCHSが存在する。ジ ヒドロイソクマリン、イソクマリ

ン、そしてフラノンは、 Fig. 12 のように、 hydrangeic acid (30) および

trihydroxystilbenecarboxylic acid (14)から生合成されると恩われる。30は14が還元され

て生成すると考えることもできるが、マメ科植物における還元型カルコンの生合成

[17， 18]と同様、還元は閉環より先に起きる可能性が高い。従って、 p-coumaroyl-CoA

σ)をスターターにmalonyl-CoA(8)由来のC2単位の伸長を3回行い、閉環して14を生

成させる醇索、 polyketidesynthase 1か勺存在すると思われる。セコイリドイド13は直

鎖テトラケチド12、48は直鎖ト リケチド49が2回の還元とsecologanin(50)とのカップ

リングを受けて生成すると考えられる。つまり、 7をスターターにC2単位の伸長を3

回行い、閉環を行わずに12を遊離するpolykelidesynthase 2とC2単位の伸長を2回行つ

てのを遊離するpolyketidesynlhase 3が存在する可能性が高い。他のHydrange(l属の植

物にも類似のセコイリドイドの存在が知られており (Fig.J3) [19]、同様の活性を持

つPKSの存在が予想される。以上より、 アマチャにはCHSスーパーファミリーに属

し、 7をスターターとするPKSが4種類存在すると期待できる。

8x3孟百羽Lj1

-司。改訂 15 一一一ー-41， 42， 44 

OH 

7+8x3中乎こi三1; J3

8XEhwヂ土j 13

ヨ~OH s悶!勾anin(50) 

7 + 8 x 2一一一_ HO...__....へ~、ノ、j ー← I 
1( 1( 1( 、~ ~ ーー一一一一」ー一-48 

IPKS31 ;:").!..)J， 」辺二J OOOtriket臨仰)

Fig. 12. Hypothetical biosynthetic pathways of polyketides 
in leaves of Hydrangea macrophylla var. thunbergii 
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PCRによるcDNAクローニングP第2節

アマチヤ PKSのクローニングは、 PCRによって行った。その方法と結果を説明す

る。

1 PCRプライマ」のデザイン

目的の酵素はいずれもCHSスーパーファミリーに属す酵素であるから、スーパー

ファミリーのタンパク質のコンセンサス両日列を碁にデザインした縮孟入り プライ 7 ー

でPCRを行えば、配列の一部が増幅される可能性が高いo Fig. 14に使用した給重入

りセンスプライマ一、 CHS-112SとCHS-174S、アンチセンスプライマ-Cl-IS-368A及

びCHS-380Aの配列を示した。プライマーに用いる配列としては、既知のCHSおよび

STSの問で8残基以上連続して相向性があり、かつ、コドンのバリエーシヨンが少な

い領域を選んだo Fig. [4に示したように、 A、B、c、Dの4通りの組み合わせでPCR

を行うことができる。

E 
CHS-368A CHS-380A 

CHS/STS r 
389・403aa L 

(1) Combination of sense and antisense primers and expected 
sizes of amplilied fragments 

A: CHS-112S and CHS-380A， 0.80 -0.82 kbp 
8: CHS-174S and CHS-368A， 0.58・0.60kbp 
C: CHS-112S and CHS司368A，0.77・0.79kbp 
D : CHS-174S and CHS-380A， 0.62 -0.64 kbp 

(2) Sequences 01 d巴genaratedprimers 

幽
日
一
K

Q

V

胤
日
一k

E

CHS/STS 
consensus 

CHS-174S 5'ーGC工 AAAGAT工T工 GC工 GAAAAT AA-3 
G C G C 

A K D L A E N N 
V 

CHS/STS 
cons巴nsus

CHS-380A 3'-AAA CC工 GG工 CCIAA工 TG工 TA工 CT-5'
G G C 

F G P G L T 工 E
V 

CHS/STS 
consensus 

CHS-368A 3'-TG工 TG工 CC工 CT工 CC工 AA工 CTIACC CC-5' 
G TA 

T T G E G L E W G 
D D M 

CHS/STS 
consensus 

Fig. 14， Degenarated primers 10r amplification 01 core part. 
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2 PCRによ るcore部分のクローニング

目的の酵素は葉で高発現していると考えられ、業には目的遺伝子のmRNAが蓄積

していることカf期待されることから、ゲノムではなく cDNAをクローニングするこ

とにした。また、会長クローンの取得にも RACE法が適用できる点も有利である。

1996年4月24日に検見川薬用植物園にて採集したアマチャ業約20枚、約4.6 gより、

tolal RNAをphcnol-SDS法と LiCI沈殿法[20]により抽出した(Fig15)。約O.72mgと、

まずまずの収量のIOlalRNAが得られた。これを鋳型に、オリゴdTプライマー として

RACE32 (Fig. 18)を用いて逆転写反応を行い、cDNAを得た。このcDNAを鋳型に、

先に述べた4種の純み合わせのプライマーで、 DNAポリメラーゼとしてタカラ Ex-

Taqを用いてPCRを行った。PCRの条例e はFig.16に示した。変性は94"c、アニーリン

グは42"c、{中長は72"Cで行った。はじめはアニーリングと伸長を十分に行うため、

変性l分、アニーリング2分、伸長3分という条件 (Fig 16a、PCRAO) で行ったが、

後に時間を短縮しでもほぼ同じ結果が得られることが判明したため、変性30秒、ア

ニーリング30秒、伸長l分という条件 (Fig.16b、PCRA， B， C and 0)に変更した。

4種の組み合わせのいずれにおいても、予想された大きさ (Fig.14 (1))の断片が増

幅された (Fig.17)。

4.6 9 01 leaves 

↓Ground in mortar (Liq. N2) 

↓Phenol extraction 

↓Phenol extraction 

↓EtOH precipitation 

↓LiCI precipitation 
0.72 mg total RNA 

Fig. 15. Extraction of total RNA from leaves of Hydrangea macrophyl/a 
var. thunbergii. 

a) PCR AO 

x 30 cycles 

b) PCR A， B， C and 0 

DNA 
0.2 mM dNTP 

1μ9 Sense primer 

1μ9 Antisense primer 

↓94 oC， 2 min 

↓←2.5 U Ex-Taq 

↓94 "C， 0.5 min 

↓94 oC， 0.5 min 

↓42 oC， 0.5 min 

↓72 "C， 1 min I x 30 cycles 

Fig. 16. PCR condition for core 
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1.5一一
1.0一一

0.5一一

0.1_  

M A B C 0 

Fig. 17. Electrophoresis of amplified fragment by PCR. M : 
marker (kbp)， A-D: PCR products. 1.2 % Agarose gel. 

増幅された断片をpT7Blu巴(R)のEcoRVサイトにサプクローニングした。PCR AOの

産物よりプラスミドpA悶 l、pAKI2、 ・・・ pAKI16が、 PCR Aの産物より pAKIA-OI

、pAKIA-02、 -ー.pAKIA-08が得られ、同様に pAKlB-O1、pAKfB-02、

pAKIC-OI、 ・・ .pAKIO-OI、 . . . pAKID-08が得られた。以上の48個のプラスミ

ドを、市IJ限酵素の切断パターン (EcoRJ+ PslI double digest and / or B仰 IHI+ HindllJ 

double digest)またはシークエンシングにより解析した。既存のPKSと相同性のある

クローンは31個あったが、 2つのグループに分類できた。 これをHmC、HmSと名づ

けた。グループ内での相同性は 98%以上である。クローンの内訳はTable1の通り。

なお、 pAKl6及ぴpAKIllはシークエンシングをせず、市u限酵素の切断パターンのみ

で判断した。また、 pAKIA-06にはHmS断片がタンデムに2個組み込まれていた。

その他のクローンについては、 pAKl2はインサートカ可、さすぎるのでシークエン

シングせず、 pAKJI及び15のインサートはPKSと相向性が無く、 pAKB-J3、14、J6

、A-02、A-04、B-07、B-08、C-03、C-06、0-02、D-03、0-06及びD-07はインサート

を持っていなかった。

Table 1. Plasmids which have putative PKS gene.合:Not sequenced，“: 
pAKIA-06 has two HmS fragments. 

PCR 

AO 

A 

B 

C 
D 

HmC 

pAK15，12 

pAKIA-05 

pAKIB・01，8-02， 8-03， 

8-04， 8-05， 8-06 

pAKIC-02 

pAKI0-01， 0-04， 0-05， 

0-08 

II 

HmS 

pAKI4， 6'， 7， 8， 9， 10， 11' 

pAKIA・01，A-03， A-06(F)"， 

A-06(R)"， A-07， A-08 

C-01， C-04， C-05， C-07， C-08 



HmC、HmSとも、 CHSやSTSとの高い相向性が見られた。 Tab!e2には例 として、

HmCクロー ンであるpAKIS、HmSクロー ンのpAKI7、クズ (Pueraria lobafa) 

CHS[21]及びピーサツ (Arachishypogaeα) STS[22]の、アミノ酸レベルでの相向性を

示した。

Table 2. !dentity between core part (253 AA) 01 polyketide 

synthase clones in amino acid level. AhSTS : STS from Arachis 

hypogaea， PICHS: CHS from Pueraria lobata. 

PICHS pAKI5 (HmC) pAKI7 (HmS) 

AhSTS I 76 

PICHS 

pAKI5 

3 RACE法による伸長

76 

88 

66 

73 

77 

最も長いPCR AO及びAの産物をcoreと呼び、この配列をもとに、 RACE法[23)によ

り全長クローンの取得を目指すことにした。 Coreの配列を基に、 HmC、HmSそれぞ

れに特異的なプライマーを合成し、これらを用いてS'-RAC& 3'-RACEを行 った。

RACEに用いたプライマーの塩基配列をFig. 18に、 coreフラグメン トであるpAKrs及

びpAKl7のインサートの塩基配列とRA但 用プライマーの位置をFig.19に示した。

(1) Oligo dT and anchor primers 

RACE32 5'-GAC TCG AGT CGA CAT CGA TTT TTT TTT TTT TT-3・
RACE17 5'-GAC TCG AGT CGA CAT CG-3' 

(2) Specific primers for 5'-RACE 

HmC-139A 5'一CCGGGC ATG TCG ACG CCA CTA-3' 

日nC-146A 5・ーCTTGGT GAG CTG GTA GTC GGC-3' 

HmS-139A : S'-CCG GGC ATG TCT且CACCC GAG-3・
HrnS-146A 5'-CCT TGT CAG CTG ATA ATC ACA-3' 

(3) Specific primers for 3'-RACE 

HrnC-312S 5・-CAAGTG GAG AAG AAG CTG GCC-3・
HmC-321S 5'ーCCGAGA AGC TGC GGG CCA CGA-3' 

泊nS-290S S'-ATA TTA ATG GAT AGT ATT GAC-3' 

HrnS-321S S'-AGG AGA AAC TGA GGG TGA GCC-3' 

Fig. 18. Primers for Reverse transcription and RACE experiments 
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HmC-139A HmC-146A 
36 85 

pAKI-5 5・CCACTAGTGGCGTCGACATGとCCGGTGCCGACTACCAGCTCACCAAGCTC 3' 
**切除* **********台 脅* **す**** **台****

p引く1-7 5' CAAC~TCGGGTGTAGACATGCCCGGATGTGATTATCAGCTGACAAGGCTC 3' 
36 I11I  85 

HmS-139A HmS-146A 

503 534 
5' TTCCGCCCCTTGGACATCTCT-ーーー一一ーーーーー一ーーー GATTGGAACTC 3' 

唱除 * * ** * ~怜 * * * 可前 官 司陶喫** .."唱.*

5・TTCACTCCAATATTAATGG瓜TAGTATTGACAGTGTTATTGATTGGAACTC 3' 
503 552 

HrnS-290S 

HmC-3ユ28 HmC-321S 
573 630 
5' TGGACCAAGTGGAGAAGAAGCTGGCCCTTAAACCCGAGAAGCTGCGGGCCACGAGGAA 3・

* * 会 * *** ** ** *** 司/It* *'Ir* セオ"*唱"陀 *** * 官、 * 
5・TAAATC且GGTGCAGGCAAAAGTGGGTCTGAAAGAGGAGAAACTGAGGGTGAGCCGTC且 3・
591 648 

HmS-321S 

Fig. 19. Partial sequences 01 HmC clone pAKト5and HmS clone pAKI・7.

Positions of RACE primers are also shown 

cDNAクローニングのなされている他植物のCHS、STS のデータより 5'及び3'~ド翻

訳領域の長さをそれぞれ約0.1k旬、約0.4kbpと予想した。すると、 5二RACEに必い

ても 3'-RACEにおいても 1st PCRの産物の大きさは約0.5 kbpと考えられるので、 1st

PCR産物をアガロースゲル電気泳動で分離し、約0.5 kbp付近とその上下の部分をい

ずれもO.ト 0.2kbpの幅で切り出して精製し、 2ndPCRの鋳型とした。 2ndPCRで増幅

された断片をサプクローニングし、配列を決定したところ、 coreとオ」パーラップ

していることが判明した。HrnC、HmSとも、 3'-RACEにおいて2種類の大きさの断片

カf増幅されたが、全長ORFの増幅を優先させるため、詳しい解析は行わなかった。

プライマ一、 i営隠された|断片の大きさ、解析したプラスミドなどをTable 3にまとめ

た。
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Table 3_ Results of RACE experiments_ 

Experiment Primers Excised Primers Fragment Sequenced 

for 1 st PCR region (kbω for 2nd PCR size (kbp) plasmids 

HmC 5-RACE HmC-146A 0.6 HmC-139A 0.5 pAKI23 

RACE32 0.5 RACE32 

0.4 

HmS 5'RACE HmS-146A 0.6 HmS-139A 0.5 pAKI17， 18 

RACE32 0.5 RACE32 0.5 

0.3 

HmC 3'RACE HmC-312S 0.6 HmC-321S 0.5 pAK126，27 

RACE17 0.5 RACE32 0.5 

0.4 0.4 pAK128，29 

HmS 3'RACE HmC-290S 0.6 HmC-321S 0.5 pAKI25 

RACE17 0.5 RACE32 0.5 

0.4 0.4 

4 会長ORFの増幅

RACE産物の配列情報に基づいて全長ORFの増幅を行うことにした。PCRにより予

期しない変異が発生する可能性があるため、 PCR産物を直接発現ベクターに組み込

み、大腸菌で発現させたタンパク質の酵素活性を検討し、活性の存在するクローン

について塩基配列を決定することにした。Fig.20に、用いたプライマー、 HmC.N2、

HmC.C、H mS.N2及びHrnS-Cの配列を示した。プライマーは、発現ベクターpET.

32a(+)に組み込むための制限酵素認識配列を持つ。C末側プライマー、 HmC-C及び

HmS.CはそれぞれHindlIl、EcoRIサイトを持つが、 cor巴及びRACE産物の配列から 、

ORF内部には存在しないと考えられたものを使用した。cDNAを鋳型にPCRを行った。

アニーリング温度は60 "c、反応時間は変性30秒、アニーリング30秒、 伸長2分とし

た。すると、既知のCHSスーパーファミリーの配列から予想された約 1.2 kbpの断片

が増幅された。これを精製して、 pET-32a(+)のEcoRV-Hindlllサイ ト (HrnC)あるい

はEcoRV-EcoRlサイト (HmS) に組み込み (Fig.21)、HrnCについては3個のプラス

ミドpAKI78、pAKI86及びpAKI89、HmSについては8倒のプラスミドpAKI59、

pAKI60、 ・- . pAKI66を構築した (Table4)。

PCRアマチャボリケタイド合成酵素のク ローニングの概略をFig.22に示した。
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同nC-N2 (pET-32a(+)) 

D 1 V T V E E V R 

5'一CGGAG GAT ATC GTG ACC GTC GAG GAA GTC CGT-3' 

EcoRV 

出nS-N2 (pET-32a(+)) 

D 工 A T K S V A 

5'-TA GTA GAT ATC GCA ACA AAA TCG GTA GCA-3・
EcoRV 

HmS-N (pET-22b(+)) 

M A T K S V A 

5'-TA GTA CAT ATG GCA ACA AAA TCG GTA GCA-3' 

Nde工

向nC-N3 (pYES2) 

M V T V E E 

5'-CC ATG AAG CTT ATG GTG ACC GTC GAG GAA-3' 

Hind工工工

同nS-N3 (pYES2) 

M A T K S V A 

5'-AA ATA GAG CTC ATG GCA ACA AAA TCG GTA GCA-3' 

Sac工

HmC-C 

5'-AAT GGA AGC TTA AGT AG且 CACACC ATG AAG AAC CAC-3' 

HindII工

V V L H G V S T 

3・-CAC CAA GAA GTA CCA CAC AGA TGA ATT CGA AGG TAA-5・
HindI工工

HmS-C 

5'-TTG TTG AAT TCA AAT GGG GAC ACT GTG CAA GAC AAT-3' 

EcoR工

工 V L H S V P 工 * 
3・-TAACAG AAC GTG TCA CAG GGG TAA ACT TAA GTT GTT-5' 

EcoRI 

Fig. 20. Primers for amplification of ORFs. 

15 



cDNA 

Primers for amplification of lull-length 

PC円productincludlng full-Iength 0円F

I ATG 

EcoRV ... 
EcoRV 

(TER) 

Hls-TAG T7 lerminator 

Plasmid for 
expresslon 
ofTrxHmC 
or丁目HmS

HmCorHmS 

Fig. 21. Construction 01 plasmids 10r expression 01 thioredoxin-HmC and 

thioredoxin-HmS fusion proteins. 

Table 4. Plasmids 10r expression of HmC and HmS proteins. 

Gene Vector Primers Plasmids 

HmC pET-32a(+) HmC-N2 pAK178， pAK186， pAKI89 
HmC-C 

pYES2 HmC-N3 pAK1296， pAK1305， pAK1306， pAKI307 
HmC-C 

HmS pET-32a(+) HmS-N2 pAK159， pAK160， pAK161， pAKI62 
HmS.C pAK163， pAK164， pAK165， pAKI66 

pET-22b(+) HmS-N pAK138， pAKI54 
HmS-C 

pYES2 HmS-N3 pAK180， pAK181， pAKI82 
HmS-C 
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1. Extraction of total RNA from Hydrangea macrophylJa leaves 

0.72 mg of RNA from 4.6 9 (fresh weight) of leaves 

2. Reverse transcription 

3. PCR for core fragment 

4. Subcloning [Total 31 clones (A‘15. B: 6，C: 6， D :4)1 

5. Analyses by restriction enzyme digestion and DNA sequencing 

HmC : 14 c10nes (Identity : 99 %)、、』-> Identity : 69 % (nucleotide)， 77 % (amino acid) 
HmS : 17 clones (Identity: 98 %)--

6. 5' RACE and 3・RACE

7. Amplification of ORFs 

8. DNA sequencing 

HmC ORF: 1167 bp (= 389 aa， 43 kDa) 

HmS ORF : 1197 bp (= 399 aa， 44 kDa) 

cDNA ATG 

Degenerated prime陪

Core fragment 

.. 
(CHS-112S) 

Primers for RACE 

RACE products 

Primers for ORF 

.... 
(oligo dT) 

一ca. 0.5 kbp 

4惨

‘....~ドー

ca. 0.8 kbp 

ORF 竺斗三笠E

{TER) polyA! 

.-
(CHS・380A)

ー・-・b

.-
(oligo dT) 

ca. 0.5 kbp 

4嘩ー

Fig. 22. cDNA cloning 01 polyketide synthases 1rom Hydrangea macrophyl/a 

var. thunbergii. 



第3節 アマチャボリケタイド合成酵素の配列

得られたクローンの配列決定と、自己列の特徴について説明する。

l 会長ORFのシークエンシング

アマチャPKS遺伝子と思われる、 HmC及びHmSの全長ORFの配列を決定した。第2

章で述べるように、 HmCを組み込んだ、プ'ラスミドのうちpAKl86、そしてHmSを組み

込んだプラスミドのうちpAKIS9とpAKI62で形質転換 した大腸菌は活性のあるPKSを

発現させた。そこで、この3クローンの塩基配列を決定することに した。Fig.23に示

すように、ORFのほほ中央にある制限酵素サイトを利用してORFを2つの部分に分

けてベクターpT7Blue(R)に組み込み、両側からシークエンシングすることにより 、

pAKl86、pAKl59、pAKl62のインサート(それぞれ、 HmC86、HmS59、HI1lS62とす

る)の全配列を両鎖とも決定することができた。なお、 pET-32aに組み込む都合上、

開始コドンATGに当たる部分を ATCに変異させであるが、以後の解析ではこれを

ATGとして扱った。

EcoR V Pst 1 Hind 111 EcoR V BamH 1 EcoR 1 

↓Double digest 

pAKI590r 
pAKI62 (HmS) 

pAKI86 : (EcoR V + Pst 1) or (Pst 1 + Hind 111) 
pAKI59 and pAKI62・(EcoRV + BamH 1) or (Bani-i 1 + EcoR 1) 

↓Blunting (T4 DNA polymerase) 

↓Size fractionation (Agarose gel) 

↓Ligation with dephosphorylated pT7Blue(R)/EcoR V 

↓Transformation etc 

↓Plasmids 

pAKI249 : pAKI86 EcoR V -Pst 1 

pAKI251・pAKI86Pst 1 -Hir対 111
pAKI241 : pAKI59 EcoR V -Ba庁制 i
pAKI253 : pAKI59 BamH 1 -EcoR 1 

pAKI255 : pAKI62 EcoR V -Ba庁制|

pAKI248 : pAKI62 BamH 1 -EcoR 1 

↓Sequencing (F and R) 

Fig. 23. Sequencing 01 ORF 01 HmC and HmS. 



2 HmCとHrnSの配列の特徴

HrnCの全長クローンpAKl86と、 RACE産物のクローンpAKf23及びpAK127の非翻

訳領域の配列を連絡したものをHmCのcDNA配列とし、 DNA Data Bank of Japan 

(DDBJ)に登録した (accessionnUl1lber = AB011467)。本論文では明mCcDNA86"と呼

ぶ。同線にHI1lScDN.Aの配列を、全長クロー ンpAKIS9とR A a産物のクロー ン

pAKI18及び~pAKI2S より作成し、 DDBJに受録した (accession number = AsOI 1468)。

これを"HmScDNA59"とl呼ぶ。また、会長クロ」ンpAKI62についても RACE産物のク

ローンpAKl18及びpAKI25と連絡し、 "HmScDNA62"とした。

Figs. 24 -26に、 I-1I1lCcDNA86、HmScDNA59、HmScDNA62の塩基配列とアミノ酸

配列を示した。J-[mC86は終始コドンを除いて1，167bpで、 389AAをコードしていた。

また、 HmS59とHI1lS 62はともにし197旬、 399AAであり、両者の差異は14塩基、う

ち4ケ所ではアミノ酸の変異となって現れた。 2つのHmSクローンのうち、以後は主

にHmS59について解析を行った。

次に、 HmCとHmSのア ミノ酸配列を他の植物のCl-IS、STSと比較した。Fig. 27に

示した配列は、上からピーナツ (Arachishypogaea) STS[22]、クズ (Puerarialobata 

) CI-IS[21]、HmC、HmSである。HmCは、クズのCI-ISと86%の相同性を示し、アマ

チャのCHSと推測された。一方、 HmSは、クズのCHSと71%の相向性を示し、関連

した酵素であることが考えられた。しかし、 HmSにはいくつか特徴的なアミノ酸残

基が見られた。ピーナツSTSとクズCHSだけでなく、データベース上に公開されて

いる他の植物のCHS、STSのコンセンサス配列とHmSのアミノ駿配列を比較し、コ

ンセンサス配列と性質の異なるアミノ酸残基を持つ部分を キで示した。例えば、

l-l isl69の位置は、他のPKSではPh巴または Tydl~存在し、 Asn201の位置は他はThrであ

る。このようなアミノ酸が12カ所ある。また、他のものには見られない 6残基のイ

ンサーシヨンを持っている(#で示した)。 これらのことから、 HmSは新たなPKS

をコードしているものと推定された。
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9 18 27 36 45 54 
5・AAG TTG TAA CGT AAC TTA CAA ACC TAT TTC TCC AAG CAG TTG GTC AGG TCG GTC 

63 72 81 90 99 108 

CAG TCA GTA CTT ACC ACA AAC CTC CCA TCG GAG AAA ATG GTG ACC GTC G且G GAA 

M V T V E E 

117 126 135 144 153 162 
GTC CGT AAG GCC CAA CGG GCT GAA GGC CCG GCG ACA ATC TTG GCT ATC GGA ACT 

V R K A Q R A E G P A T 工 L A 1 G T 

171 1目。 189 198 207 216 
GCG ACG CCA CCT AAT TAT GTG GAT CAG AGC ACG TAT CCG GATττ寸 TAT Tτ'T CGC 

A T P P N Y V D Q S T Y P D F Y F R 

225 234 243 252 261 270 
GTC ACA AAT AGC GAG CAC AAG AAG GAG CTT AAA GCA AAA TTT CAG CGC ATG TGT 

V T N S E H K K E L K A K F Q R M C 

279 288 297 306 315 324 
GAC AAT TCC CAA ATT AAG AAG CGT TAC ATG CAT CTA ACG GAG GAA ATA TTG AAA 

D N S Q 工 K K R Y M H L T E E 工 L K 

333 342 351 360 369 378 
GAA AAC CCT AAT ATT TGT GCA TAT ATG GCA CCC TCG CTG GAT GCT AGA CAA GAC 

E N P N 工 C A Y M A P S L D A R Q D 

387 396 405 414 423 432 
ATG GTG GTG GTA GAA ATA CCAλAG CTA GGC AAA GAA GCA GCC ACT AGG GCA ATC 

M V V V E 工 P K L G K E A A T R A 1 

441 450 459 468 477 486 
AAG GAA TGG GGC CAA CCC AAG TCC AAG ATA ACC CAC TTG GTC TTT TGC ACC ACT 

K E W G Q P K S K 1 T H L V F C T T 

CHS-1l2S 

495 504 513 522 531 540 
AGT GGC GTC GAC ATG CCC GGT GCC GAC TAC CAG CTC ACC AAG CTC CTC GGG CTG 

S G V D M P G A D Y Q L T K L L G L 

549 558 567 576 585 594 
CGT CCT TCC GTC AAA CGT CTC ATG ATG TAC CAG CAA GGT TGC TTT GCC GGT GGC 

R P S V K R L M M Y Q Q G C F A G G 

603 612 621 630 639 648 
ACG GTC CTC CGT TTA GCC AAA GAC CTA GCT GAG AAC AAC AAA GGT GCA CGT GTG 

T V L R L A K D L A E N N K G A R V 

CHS-174S 

657 666 675 684 693 702 
CTT GTG GTT TGC TCT GAG ATC ACT GCA GTT ACT Tτ'T CGT GGC CCT AGT GAC ACG 

L V V C S E 1 T A V T F R G P S D T 

711 720 729 738 747 756 
CAC CTC GAC AGT CTT GTG GGT CAA GCA CTG TTT GGT GAT GGC GCG GCT GCT GTG 

H L D S L V G Q A L F G D G A A A V 

765 774 783 792 801 810 
ATA ATT GGG TCA GAC CCG ATG CCT GAA GTT GAG AAG CCC TTG TTT GAG ATA GTT 

工工 G S D P M P E V E K P L F E 1 V 



自19 828 837 846 855 864 

TCA GCT GCC CAA ACC ATT CTC CCG GAC AGT GAT GGT GCC ATC GAT GGA CAC CTT 

S 11. 11. Q T I L P D S D G A 工 D G H L 

873 882 891 900 909 918 
CGG GAG GTT GGG CTT ACA TTC CAT CTA CTT AAG GAT GTA CCC GGC CTT ATA TCC 

R E V G L T F H L L K D V P G L 工 s

927 936 945 954 963 972 

AAG AAC ATT GAG瓦AGAGT CTA GTT GAG GCA TTC CGC CCC TTG GAC ATC TCT GAT 

K N I E K S L V E A F R P L D 工 S D 

981 990 999 1008 1017 1026 

TGG AAC TCT ATC TTT TGG ATT GCA CAT CCG GGT GGG CCT GCC ATT TTG GAC CAA 

W N S 工 F W 工11. H P G G P A 工 L D Q 

1035 1044 1053 1062 1071 1080 

GTG GAG AAG AAG CTG GCC CTT AAA CCC GAG AAG CTG CGG GCC ACG AGG AAC GTG 

V E K K L A L K P E K L R A T R N V 

1089 1098 1107 1116 1125 1134 

CTTλGC GAT TAC GGC A且C ATG TCA AGC GCG TGC GTG TTG TTC ATT ATG GAT GAG 

L 5 D Y G N M 5 5 A C V L F 工 M D E 

1143 1152 1161 1170 1179 1188 

ATG AGG AAG AAT TCG GCA GAA GAA GGG CTG ATG ACC ACC GGT GAA GGG CTC GAG 

M R K N S A E E G L M T T G E G L E 

CHS-368A 

1197 1206 1215 1224 1233 1242 

TGG GGT GTG CTC TTT GG氾 TTTGGA CCA GGG CTC ACT GTT GAA ACT GTG GTT CTT 

W G V L F G F G P G L T V E T V V L 

CHS-3自011.

1251 1260 1269 1278 1287 1296 

CAT GGT GTG TCT ACT TAG AGG CCC ATT GTT TAG TTG TAC TGT TTT ATT TTT ACT 

H G V S T 台

1305 1314 1323 1332 1341 1350 

TTT CCT TAA TTT ACC CTC TCG TTG TGT GAT TAA AGT TAA TTT TAA TAT TGT GGT 

1359 1368 1377 1386 1395 1404 

AAG ACC ATG CTG TGT TGG TTC TATτ寸T GTT GTC TCA TTG TCT GCA TAT ATA GGA 

1413 1422 1431 1440 1449 1458 

CCA TGC AAC ATA AGG TAG CAA TTG GTA TTG GCA TGG TAA TAA TTA ATA AAC ATG 

1467 1476 1485 1494 1503 1512 

TTT TTT TGT AAC ATT GTG ATA A且A GCA TGC AAG AAT GTT GGG TTT TTT TGT CAA 

1524 

AAA AAA AAA AAA 3' 

Fig. 24. Nucleotide and deduced amino acid sequences of HmCcDNA86. 
Sequences of pAK123， pAKI86 and pAKI27 are connecled. Accession number of 
DDBJ is AB011467. Posilions of degenerale primers are underlined 



18 27 36 45 54 

5' TAA AAT ACC ATA CAG AGA GAG ATA CλA AGG CTA AAA ATλGTA AAA ATG GCA ACA 

M A T 

63 72 81 90 99 108 

AAA TCG GTA GCA GTG GAA GAG ATG TGC AAG GCA. CAG AAA GCA GGT GGT CCG GCG 

K S V A V E E M C K 注 Q K A G G P A 

117 126 135 144 153 162 

ACC ATT CTG GCG ATC GGA ACG GCT GTA CCG TCC AAC TGC TAC TAT CAG TCG GAA 

T 1 L A 1 G T A V P S N C Y Y Q S E 

171 180 189 198 207 216 

TAT CCT GAT TTC TAT TTC CGT GTT ACC AAG TCC GAC CAC TTG ACT GAT CTT AAA 

Y P 0 F Y F R V T K S 0 H L T 0 L K 

225 234 243 252 261 270 

AGC AAG TTT AAG AGA ATG TGT GAG AGA TCC TCG ATA AAG AAA CGC TAT ATG CAT 

S K F K R M C E R S S 工 K K R Y 凹 H

279 288 297 306 315 324 

TTG ACG GAA GAG ATA CTG GAA GAG AAC CC且 AAT ATG TGT ACT TTC GCG GCC CCA 

L T E E 1 L E E N P N M C T F A A P 

333 342 351 360 369 378 

TCC ATA GAT GGA CGT CAA GAC ATA GTG GTG AAG GAG ATA CCT AAA CTT GCC AAG 

S 工 o G R Q 0 工 V V K E 工 P K L A K 

387 396 405 414 423 432 

GAA GCT GCT TCA AAG GCA ATC AAA G頃G TGG GGC CAA CCC AAA TCA AAC ATC ACC 

E A A S K A 工 K E W G Q P K S N 工 T

CHS-112S 

441 450 459 468 477 486 

CAC CTC GTT TTC TGC ACA ACC TCG GGT GTA GAC AT也 CCC GGC TGT GAT TAT CAG 

H L V F C T T S G V D M P G C D Y Q 

495 504 513 522 531 540 

CTG ACA AGG CTC CTC GGC CTC CGT CCA TCC ATC AAG AGA CTT ATG ATG TAC CAA 

L T R L L G L R P S 1 K R L M M Y Q 

549 558 567 576 585 594 

CAG GGG TGC CAC GCG GGT GGA ACC GGC CTT CGT TTG GCC AAG GAT CTC GCG GAG 

Q G C H A G G T G L R L A K D L A E 

CHS-174S 

603 612 621 630 639 648 

AAC AAC AAG GGC GCA CGT GTT CTT GTT GTC TGC TCC GAA ATG ACT GTC ATC AAT 

N N K G A R V L V V C S E M T V 工 N

657 666 675 684 693 702 

TTT CGA GGA CCT TCC GAG GCC CAC ATG GAC TCT CTG GTG GGT CAA TCT CTT TTC 

F R G P S E A H M D S L V G Q S L F 

711 720 729 738 747 756 

GGT GAC GGT GCA TCA GCG GTG ATC GTG GGT TCG GAT CCT GAC CTG TCA ACA GAG 

G D G A S A V 工 V G S D P D L S T E 

765 774 783 792 801 810 

CAT CCA CTC TAT CAA ATT ATG TCT GCA TCA CAA ATT ATC GTG GCA GAC TCC GAG 

H P L Y Q 1 M S A S Q 1 工 V A D S E 
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819 828 837 846 855 864 

GGG GCA ATA GAT GGG CAC CTG CGA CAG GAG GGG CTC ACG TTT CAT TTG AGG AA且

G A T D G H L R Q E G L T F H L R K 

873 882 891 900 909 918 
GAT GTA CCT TCT TTG GTC TCG GAT AAC ATA GAG AAC ACA TTG GTT GAA GCT TTC 

D V P S L V S D N 1 E N T L V E A F 

927 936 945 954 963 972 

ACT CCA ATA TTA ATG GAT AGT ATT GAC AGT ATT ATT GAT TGG AAC TCC ATA TTC 

T P 1 L M D S 工 D S 工工 D W N S 工 F

981 990 999 1008 1017 1026 

TGG ATC GCT CAT CCT GGC GGG CCA GCC ATA TTA AAT CAG GTG CAG GCA AAA GTG 

W 工 A H P G G P A 1 L N Q V Q A K V 

1035 1044 1053 1062 1071 1080 

GGT CTG AAA GAG GAG AAA CTG AGG GTG AGC CGT CAC ATT TTG AGT GAG TAT GGA 

G L K E E K L R V S R H 1 L S E Y G 

10B9 109B 1107 1116 1125 1134 

AAC ATG↑CC AGC GCG TGT GTG TTT TTC ATT ATG GAC GAG ATG AGG AAG AGA TCC 

N M S S A C V F F 1 M D E M R K R S 

1143 1152 1161 1170 1179 1188 

ATG GAG GAA GGA AAG GGT ACC ACC G唱'C GAA GGG CTA GAG TGG GGT GTT CTT TTT 

M E E G K G T T G E G L E W G V L F 

CHS-368A 

1197 1206 1215 1224 1233 1242 

GGG TTT GGA CCT GGC TTC ACT GTT GAG且CC ATT GTC TTG CAC AGT GTC CCC ATT 

G F G P G F T V E T 1 V L H S V P 工

CHS-380A 

1251 1260 1269 127B 12B7 1296 

TAA AAC AAA CAA AGC CTG TGT TAC TGA TTA TCT CGA CCA CTC ATT TAC TCG GTT 
合

1305 1314 1323 1332 1341 1350 

TGG GGG GAG TGG ATT CAG ATT TGG GAC TGT TTA TTT GTG TAC TTT TTT TTT TTT 

1359 136B 1377 1386 1395 1404 

TTT TTT TGC CCT TGG AAT AAT TAA TTG ATC GTG TGT TAT AAT AGT TAT TAT GTA 

1413 1422 1431 1440 1449 145B 

TGA TGC ATT GAT GTT GTA TAA GGT TTA GTA CGT GAA ATG CAC GGG AGA AAA TGA 

1467 1476 1485 1494 1503 1507 

ATA AAG GGG TTT AGT AAT GAT TGA AAT GCT ACA AAA AAA AAA AAA AAA A 3・

Fig. 25. Nucleotide and deduced amino acid sequences 01 HmScDNA59. 
Sequences 01 pAK118. pAKI59 and pAKI25 are connecled. Accession number of 
DDBJ is AB011468. Positions of degenerate primers are underlined. 

23 



18 27 36 45 54 

5' TAA AAT ACC ATA CAG AGA GAG ATA CAA AGG CTA AAA ATA GTA AAA ATG GCA ACA 

M A T 

自

G

O

C

A

 

1

G

 

G
 

F

M

D

‘
 

C
 

T
 

G

G

 

G
 

9

T

 

9

G

G

 

nu 
A
 

C

A

 

G
 

山

K

O

G

 

9

m

Q

 

且C

A

 

G
 

G
 

M

k

 

m
庇
百

nu 
T

M

 

A
 

M

E

 

G
 

内

4

A
『，
R
n
p姐

G
 

G
 

T
v
 

nu 
U

A

 

G
 

3

A

 

6

T

V

 

G
 

G
 

F
」

cd

T
 

山

v
h

117 工26 135 144 153 162 

ACC ATT CTG GCG ATC GGA ACG GCT GTA CCG TCC AAC TGC TAC TAT CAG TCG GAA 

T 工 L A 工 G T A V P S N C Y Y Q S E 

171 180 189 198 207 216 

TAT CCT GAT TTC TAT TTC CGT GTT ACC AAG TCC GAC CAC TTG ACT GAT CTT AAA 

Y P 0 F Y F R V T K S 0 H L T 0 L K 

225 234 243 252 261 270 

AGC AAG TTT AAG AGA ATG T唱 GAG AGA TCC TCG ATA AAG山 CGCTAT ATG CAT 

S K F K R M C E R S S 工 K K R Y M H 

279 288 2ヲ7 306 315 324 

TTG ACG GAA GAG ATA CTG GAA GAG AAC CCA AAT ATGぐrGTACT TTC GCG GCC CCA 

L T E E 工 L E E N P N M C T F A A P 

333 342 351 360 369 378 

TC目ATAGAT GGA CGT CAA GAC ATA目 G GTG AAG GAG ATA CC~ A岱 CTTGCC AAG 

S 工 o G R Q 0 工 V V K E 工 P trI L A K 

387 396 405 414 423 432 
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495 504 513 522 531 540 

CTG ACA AGG CTC CTC GGC CTC CGT CCA TCC ATC AAG AGA CTT ATG ATG TAC CAA 

L T R L L G L R P S 工 K R L M M Y Q 

549 558 567 576 585 594 

CAGωG TGC CAC GC目ωTGGA ACCωC CTT CGT TTG GCC AAG GAT CTC GCG GAG 

Q G C H A G G T G L R L A K D L A E 

CHS-174S 

603 612 621 630 639 648 

竺己主C AAG GGC GCA CG目G咽 CTTGTT GTC TGC TCC GAA A叩 ACTGTC ATC AAT 

N N K G λR  V L V V C S E M T V 1 N 

657 666 675 684 693 702 

TTT CGA GGA CCT TCC GAG GCC CAC ATG GAC TCT CTG GTG GGT CAA TCT CTT宜'TC

F R G P S E A H M 0 S L V G Q S L F 

711 720 729 738 747 756 

GGT GAC GGT GCA TCA GCG GTG ATC GTG GGT TCG GAT CCT GAC CTG TCA AC且 GAG

G 0 G A S A V 1 V G S 0 P 0 L S T E 

765 774 783 792 801 日10

CAT CC且 CTCTAT CAA ATT ATG TCT GCA TCA CAA ATT ATC GTG GCA GAC TCC GAG 

H P L Y Q 1 M S A S Q 1 工 V A 0 S E 
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819 828 837 846 855 864 

GGG GCA ATA GA官 GGGCAC CTG CGA C且G Gbb GGG CTC ACG TTT CAT TTG AGG AAA 

G A 1 D G H L R Q ~ G L T ~ H L R K 

873 882 891 900 909 918 

GAT GTA CC，' TCT TTG GTC TCG GAT AAC ATA GAG AAC ACA TTG GTT GAA GCT TTC 

D V P S L V S D N 1 E N T L V E A F 

927 936 945 954 963 972 

ACT CCA ATA TTA ATG GAT AGT Aτ守 GACAGT GWT ATT GAT TGG AAC TCC ATA TTC 

T P 工 L M D S 工 D S M 工 D W N S 1 F 

981 990 999 1008 1017 1026 

TGG ATC GCT CAT CCT GGC GGG CCA GCC ATA TTA AAT CAG GTG CAG GCA且AAGTG 

W 工 A H P G G P A 工 L N Q V Q A K V 

1035 1044 1053 1062 1071 1080 

GGT CTG AAA GAG GAG AAA CTG AGG GTG AGC CGT CAC ATT TTG AGT GAG TAT GGA 

G L K E E K L R V S R H 1 L S E Y G 

1089 1098 1107 1116 1125 1134 

AAC ATG TCC 且GC GCG TGT GTG TTT TTC ATT ATG GAC GλG ATG AGG AAG AGA TCC 

N M S S A C V F ~工 M D E M R K R S 

1143 1152 1161 1170 1179 1188 

ATG GAG GAA GGA AAGωT ACC ACC GG岡GAAGGG CTA GAG TGG GGT G唱 CTT 円 T

M E E G K G T T G E G L E W G V L ~ 

CHS-368A 

1ユ97 1206 1215 1224 1233 1242 

GGG TTT GGA CCT GGC TTC ACT GTT GAG ACC ATT GTC TTG CAC AGT GTC CCC ATT 

G F G P G F T V E T 1 V L H S V P 1 

CHS-380A 

1251 1260 1269 1278 1287 1296 

TAA AAC AAA CAA AGC CTG TGT TAC TGA TTA TCT CGA CCA CTC ATT TAC TCG GTT 

1305 1314 1323 1332 1341 1350 

TGG GGG GAG TGG ATT CAG ATT TGG GAC TGT つ~TA TTT GTG TAC TTT TTT TTT TTT 

1359 1368 1377 1386 1395 1404 

TTT TTT TGC CCT TGG AAT AAT TAA TTG ATC GTG TGT TAT AAT AGT TAT TAT GTA 

1413 1422 1431 1440 1449 1458 

TGA TGC ATT GAT GTT GTA TAA GGT 'rTA GTA CGT GAA ATG CAC GGG AGA AAA TGA 

1467 1476 1485 1494 1503 1507 

ATAλλG GGG 1'1'1' AGT AAT GAT TGA AAT GCT ACA AAA AAA AAA AAA AAA A 3' 

Fig. 26. Nucleotide and deduced amino acid sequences of HmScDNA62. 
Sequences 01 pAK118， pAKI62 and pAKI25 are connected. Positions 01 degenerate 
primers are underlined. Differences trom HmScDNA59 are boxed. 
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==> Degenerate primers HmC 

HmS62 : 12(C) = L， 1 08(K) = T， 265(E) = G， 302(1) = V 

Identity between HmC and HmS : 66 % (nucleotide) 

76 % (amino acid) 
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第2章 アマチャポリケタイド合成酵素の機能

第I節大腸菌による発現

HmCとHmSの機能を明らかにするため、全長ORFを異稜生物で発現させて酵素活

性を検討することにした。まず、発現量の多さと抜いやすさから大腸菌の系を用い

ることにした。

l 発現誘導

発現ベクターとしては、ピーナツSTSとクズCHSの発現で良い結果の出ている[22，

241pETベクターを選択した。第l章第2節で述べたように、全長を含むPCR産物を発

現ベクターpET-32a(+)に組み込んだ。得られたプラスミドで発現用の宿主、

BL21 (DE3)pLysEを形質転換した。この大腸菌を培養し、 IPTGにより、チオレドキ

シンとの融合タンパク質、 TrxHmC78、TrxHmC86、TrxHI百C89、TrxHmS59、

TrxHmS60、TrxHnlS61、TrxHmS62、TrxHmS63、TrxHmS64、TrxHmS65、TrxHIllS66

の発現を誘導した。

まずSDS-PAGEによりこれらの分子量と溶解性を検討した。 TrxHmS64は分子量が

約45kDaのタンパク質として発現したが、他はすべて予想通り約60kDaであった。

rPTG添加後も 37'Cで培養すると発現タンパク質がインクルージョンボディを形成し

てしまったが、 20'Cで培養すると、 TrxHmC師、TrxHmC89、TrxHmS59、TrxHIllS60

、TrxHmS62、TrxHmS63、TrxHIllS65及びTrxHmS66は、発現されたタンパク質の数

十%を可溶性画分に回収することができた (Fig. 28)。しかし、 TrxHmC78及び

T瓜!-:ImS61の場合、この条件でも発現タンパク質はすべてインクルージョンボディを

形成した。 Tは HmS64の分子量とTrxHmC78及びI'rxHmS61の低い溶解性は、 PCRによっ

て発生した予期しない変異が原因と考えられる。そこで、これらについてはそれ以

上の検討は行わず、可溶性タンパクとして得られたものについてのみ酵素活性を検

討することにした。

Glycerol stock 01 BL21 (DE3)pLysE harboring pET plasmid 

↓Cultured at 37.C overnight in LB/Amp (100μg/ml) / Cm (34μg/ml) with shaking 

↓Centrifuge (VX 0.04 X 0.8/00開。)ml (1000Xg， 3 min) 
ppt 

↓Resuspended with V ml 01 Iresh LB/Amp/Cm 

↓Cultured at 3rC with shaking till 00600 reach ca. 0.6 

↓Put on ice and kept lor 5 min 

↓Added 0.1 M IPTG to tinal conc. 1.0 m川
↓Cultured tt 20.cl for ca. 20 h 

↓Extracted soluble protein Iractions 

Fig. 28. Expression 01 HmC or HmS protein in εcoli. 
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2 HmC酵素活性の検討

次にinvitroアッセイにより、まずHmCタンパク質の酵素活性を検討した。第l主主第

I ~Îíで述べたように、スターターは p-coumaroyl-CoA (7) と考えられるので、

Tは HmC86及び丁目HI11C89を発現させた大腸菌のcrud巴 extractを、 7と(2母"C]malonyl-

CoA (8)とともにインキュベートし、生成物をTLCで分析した (Fig.29)。結果をFig

30に示す。TrxHmC86及ひ'TrxHmC89の反応生成物中に naringenin(58)が検出された。

これはCHSの生成物であるnaringeninchalcone (1)が非酵素的に異性化したものであ

る (Fig.31)。したがって、 HmCはアマチャのCHSの遺伝子であると同定できた。

また、化合物A、B、Cが検出された。ところで、ベクターを導入した32では、

triacetic acid laclon巴 (TAL，59)が生成した。これは脂肪酸合成酵素 (FAS)がNADPH

非存在下において生成させることが知られている化合物である。おそらく、宿主の

FASが持つ8の脱炭酸活性によ って生成したacetyl-CoA (67)と2分子の8から、再び宿

主のFASの触媒作用により形成されたのであろう (Fig.31)。

なお、アマチャPKSのアッセイは、これ以降

pH、基質濃度などを変更し、数種類の条件で行っ

た。 Fig.29に示したのはそのうち"AssayTLCl" 

である。アッセイ法の詳細と選択については笑

験の部に詳しく記載した。

(1) Reaction 

0.1 M Tris pH 7.0 
1 mM EDTA 
0.05 mM p-Coumaroyl-CoA 
0.02 mM Malony卜CoA in 50μl 

↓Incubated at 30
0
C for 1 h 

↓Added 5μI of 50 % AcOH 

↓Extracted with EtOAc 

(2)TLC 
a) Normal phase・

WF， benzene-acetone-acetic acid (70 : 30 : 1) 
b) Reverse phase : 
RP-18， methanol-water-acetic acid (70 : 30 : 1) 

Fig. 29. Assay for polyketide synthase activity. 

86 89 32 

NG 

Fig. 30. Enzyme activity of 

TrxHmC. TLC : reverse phase. 
86， 89 : TrxHmC， 32 : vector目

NG : naringenin， T : triacetic acid 
lactone. 
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3 HmS酵素活性の検討

次にHmSの酵素活性を検討した 。トImCと同様のア 7セイを行った結果、

TrxHmS59、TrxHI11S60、TrxHmS62、TrxI-ImS65及びTrxHrnS66の生成物中に化合物A

、B、Cが検出された(Fig. 32 )。同時に反応を行ったクズ由来のCHS (pET-3dの

系で発現したもの)では58が、ピーナツ由来のSTS(同じく pET-3dの系で発現した

もの)ではresveratrol(4)が検出されているが、 HmSではいずれも検出されなかった。

Trx HmS6 1 及ひ~TrxHmS63て‘はベクタ」のみの32 と同様、 59だけが検出された。 すべ

てインクルージョンボディを形成したTrxHmS61と同様、 TrxHmS63もPCRによる変

異を持つタンパク質なのであろう 。

4 Intact HmSのf舌性

第3節で述べるように、化合物A、B、Cは直鎖ポリケタイドが非酵素的に閉環した

ものであり、 HmSタンパク質は閉環活性を示さなかった。 しかし、 HmSタンパク質

は本来閉環活性を持つタンパク質で、 TrxHmSチオレドキシンとの融合タンパク質で

あるためにその活性を失ってしまった、という可能性がある。そこで、エンテロキ

ナーゼによりチオレドキシンと分離させ、ほほmtactな形のHmSタンパク質を得、そ

の活性を検討することにした (Fig.21)。

ベクターにデザインされたヒスチジンタグを利用し、ニッケルキレー トレジンに

よるアフイニティー精製を行って大腸菌由来の爽雑タンパク質のほとんどを除いた。

続いてエンテロキナーゼによる消化を行い、 intactHmSを得た。 SDS-PAGEにより、

HmSのORFから予想される分子量である約45 kDaのタンパク質の生成を確認した。

これを用いて上記のア yセイを行ったところ、 intactI-ImSのレーン59i、60i、62i、65i

及び66iにTは HmS59と同じ生成物のみが検出された (Fig. 33)。従って、融合タン

パク質であるために本来の活性を示していない、という可能性は否定された。

59 59i 60i 62i 65i 66i No 

- A 

- S+C 

Fig. 33. Enzyme activity of TrxHmS and intact HmSs. TLC : reverse phase. 59 : 

TrxHmS59; 59i， 60i， 62i， 65i， 66i : intact HmS; No : no enzyme. 
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また、はじめからintactな形で発現させることも検討した。Fig. 20に示したプライ

マ一、 HmS-NとHmS-Cを用いて、 cDNAを鋳型に増幅した断片をベクタ-pET-22b(+) 

に組み込み (Fig.34)、プラスミドpAKl38とpAKI54 (Table 4) を得た。同様に発現

させてタンパク質HmS38及びHmS54を得、 crud巴 eXlractの酵素活性を検討した。Fig

35に示すように、 l-ImS54はTrsHmS66と同じ活性を示し、 lotactな形で発現させても

融合タンパク質と全く同じ活性を持つことが示された。 なお、 HmS381;J:ベクターと

同じ活性であるが、SDS-PAGEにより、これは発現タンパク質がすべてインクルー

ジョンボディを形成してし まったことが原因であることがわかった。

以上のように、 intaclHmSがTrxHmSと同じ活性を示したことにより、チオレドキ

シンとの融合タンパク質TrxHmSが本来の酵素活性を現していることが確かめられた。
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ケPlasmid for expression 01 HmS 

Fig. 34. Construction of plasmid for expression of intact HmS protein in E. coli. 
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5 生成物のHPLCによる分析

放射性同位体を用いずにアッセイを行い、生成物をHPLCで分析した。Fig. 36 、

Fig. 37にその結果を示す。 [2_1'C]8を用いた場合と同様の結果。ただ、カラムを加熱

すると化合物Bと化合物Cが重なってしまうことがわかった(図のピ」クC)。

Assay procedure 
A 

0.1 M Tris-HCI pH 7.5 
1 mM EDTA 
0.19 mM p-Coumaroy卜CoA
0.30 mM Malonyl-CoA 
Enzyme 

↓Incubated at 30 .C lor 1 h 

↓Stopped by adding AcOH 

↓Extracted with EtOAc 

↓Analysed by HPLC 

村OWζy加

0" 0 

l 
NOWAY 

c 

e. e 1 o. o 2O. a 
[TtflEJ 

HPLC condition 

Column ・TosohODS-80Ts (4.6 mm 1. D. X 150 mm) 

Solve円1・Lineargradient 01 A (H，O， 1 % AcOH) and 8 (MeOH， 1 % AcOH)， 45 %→49% 8 

Flow rate : 0.6 mll min， Temp巴rature: 40 .C， Detection : UV254 

Fig. 36. Enzyme activity of TrsHmC. 

A c Assay procedure 

0.1 M Tris-HCI pH 7.5 
1 mM EDTA 
0.19 mM p-Coumaroyl-CoA 
0.30 mM Malonyl-CoA 
Enzyme 

↓Incubated at 30 .C lor 1 h 

↓Stopped by adding AcOH 

↓Extracted wilh EtOAc 

↓Analysed by HPLC 

n
 

n
 

a》g
 

n
1也
曹
'

n
 

a
 

n
 

O.9 II3_Q 29.9 
(T JMEl 

HPLC condition 

Column: Tosoh ODS-80Ts (4.6 mm 1. D. X 150 mm) 

Solv巴nt: Linear gradient 01 A (H.O， 1 % AcOH) and 8 (MeOH， 1 % AcOH)， 45 %→49% B 

Flow rate : 0.6 mll min， Temperature : 40 "C， Detection・UV254

Fig. 37. Enzyme activity of TrsHmS. 
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6 アマチャ業抽出物の酵素活性

HmSがアマチャ葉で発現しているかどうか検討するため、業より粗酵素液を調製

して同様のアッセイを行うことにした。

1997年6月9日に東京楽斜大学薬用植物園にて採集したアマチャ葉のうち約 5.0gを

パ 7ファー中でWaringBlendelを用いて破砕し、さらにゲJレろ過により低分子を除い

て粗酵素液を調製した (Fig.38)。これを用いて、 Fig.29と同様のア ッセイを行っ

た。その結果、 Fig.39に示すように、化合物AがCHSの生成物である58より多量に生

成した。従って、 j京植物であるアマチャ薬にもHmSと同じ活性を持つ酵素が存在し、

CHSよりも高発現していることが示唆された。

M C+M 

5.0 9 of frozen leaves 

↓Mixed wilh 10 ml 01 cold 0.1 M KP8 pH 
7.0， 1 % glycerol， 1 mM DTT， 20 mM 
sodium ascorbate， 10% Polyclar AT 

↓Homogenized with Waring 81end巴「

↓Cenlrifuged 12，100 x g， 30 min 
sup 

↓Desalted wilh PD-10 A 

Fig. 38. Extraction 01 soluble protein 
from leaves 01 Hydrangea macrophylla 
var. thunbergii. 

、E
a
d
d
e
r
a
E

NG 

岱22z

Fig. 39. Enzyme activity 01 crude extract 
01 leaves 01 Hydrangea macrophylla var. 
thunbergii. TLC : reverse phase. C+M 
p-coumaroyl-CoA + ['4C]malonyl-CoA; M 
[
14C]malony卜CoAonly 

• 
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第2~Íí 酵母による発現

真被生物であり、タンパク質合成系の性質が大腸菌よりも植物に近い醇母の系で

も発現させ、その活性を検討することにした。

1 発現用プラスミドの構築と発現誘導

遺伝子発現のオンオフが比較的厳密にコントロールできるガラクトースプロモー

ターを持つプラスミド、 pYES2を使用することにした。 Fig. 20 に示したプライ

マー、 HmC-N3、HmC-C、HmS-N3とHmS-Cを用いて、 cDNAを鋳型にPCRを行った。

増幅した断片を、ベクターpYES2に組み込み( Fig. 40 )、 HmC発現プラスミド

pAKl296、pAKI305、pAKI306、pAKI307及び、 HmS発現プラスミ FpAKI80、

pAKI81、pAKI82(Table 4) を得た。 LiOAc法で酵母fNVSC2株を形質転換した (Fig

41)。形質転換株を 、ci.原としてraffinoseのみを持つ培地で培養した後、培地に

galactoseを加えることによりタンパク質発現を誘導し、グラスビーズにより菌体を

破砕し、粗酵素液を得た (Fig.42)。

2 酵素活性の検討

大腸菌抽出物と同様の[

ク質に対すす-る発現夕ンパク質の量が大腸菌の場合と比較して少ないためか、多くの

バンドが見られるが、ベクターのみを持つ酵母の抽出物には見られないバンドはA

、B、C及びNGのみである。 HmCクローンであるpAKI305とpAKI306 ではS8と化合

物Aが、HmSクローンであるpAKI80では化合物A、B、Cが生成していることがわか

る。ここには示していないが、 pAKI81及びpAKl82はpAKI80と同じ結果であった。

pAKI296とpAKI307にはPCRによる変異が存在するようだ。

以上のように、 HmC及び、HmSは醇母の系で発現させても大腸菌の系と全く同じ活

性を示すことが判明した。

cDNA 凶E
Hindlll or Sacl Primers for amplification of full-Iength nll，uII' + 

PCR product including full-Iength ORF 

Plasmid for expression 
ofHmC orHmS 

Hindlll or Sacl 

GAL 1 promotor 

哩

HmC or HmS (1.2 kbp) 

仁YES2

HmCorHmS 

σER) 

Hindlll or EcoRI ...， 
Hlndlll or EcoRI 

~ 

CYC1 teπninator 

ち
Fig. 40. Construction 01 plasmids 10r expression 01 HmC and HmS proteins in 

yeast. 

34 



↓INVSC2 (ca. 2 x 107 cells / ml， 00
6田

=ca. 0.4) 

↓collect yeast 

↓wash with 1 ml 010.1 M LiOAc TE (pH 8.0) x 2 

↓suspend in 0.6 ml 010.1 M LiOAc TE (pH 8.0) 

↓30"C ， 1 h 

↓separate into 0.1 ml each 

↓add plasmid (pYES2+inseパ)20ml
↓30 .C， 30 min 

↓add 0.7 ml 0140 % PEG 0.1 M LiOAc TE (pH 8.0) 

↓30 .C， 1 h 

↓42"C， 5 min 

↓collect yeast 

↓wash with 1 ml TE 

↓suspend in 0.1 ml TE 

↓spread on SC-U plate 

Fig. 41. Transformation of yeast INVSC2 (LiOAc method). 

20 ml 01 Iranslormed yeast grown on SC -U -Glucose + Raffinose (2 %) 
↓30 .C， shake， 2 days 

↓add 2 ml 01 20 % galactose 

↓30 .C， shake， 24 h 

↓collecl yeast 

↓suspend in 0.1M KPB (pH 7.4) 450 mM sucrose， 10 mM Mgq， 1 mM EOTA， 2 
mMOTT 

↓wash once wilh above KPB 

↓suspend in 250 ml above KPB 

↓add glass beads up 10 meniscus 

↓bead-beader (3，800 rpm) 30 s x 8 

↓add 250 ml KPB 

↓collect liquid wilh 1 ml lip 

↓cent. 18，400 9 

↓collecl sup for enzyme assay 

Fig. 42. Expression 01 HmC or HmS protein in yeast INVSC2. 
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第施行 酵素反応生成物の構造決定

第l節、第2節で述べたように、 HmSタンパク質はp-coumaroyl-CoA (7)とm剖onyl-

CoA (8)から化合物A、B、cを合成する酵素であると結論した。次に、化合物A、B

、Cの構造決定を行うことにした。なお、この3種の化合物はアマチャ CHSである

HmCタンパク質の蔦1)生成物でもある。

ラージスケーlレの反応を行い、生成物を分取HPLCで分離、精製することにした。

l 反応条件の検討

まず、反応条件を検討した。

(l)pH及び反応時間

pl-16.5、7.0、7.5及び8.0、そして反応時間l時間と3時間を比較した。結果をTable5 

に示した。 pH7.5のとき、A、B、Cの生成量の合計が多い。また、反応はl時間で十

分であることも示された。

(2)基質濃度

7の濃度を0185mMに固定し、 8の濃度をO.IOmM、0.30mM、1.00rnMとしてpH7.5 

でアッセイを行い、生成物量を比較した。 Table6に示すように、 0.185mM 7、0.3

mM8という条件の時、 A、B、Cの生成量の合計が多い。

Tabte 5. Effect of pH and reaction Tabte 6. Effect of concentration of 
time on enzyme activity. matonyt-CoA on enzyme activity. 

Incorporated C2 unit MalonylーCoA Incorporated C2 unit 
(nmol / assay) (mM) (nmol / assay) 

pH Time (h) A 8+C A 8+C 

6.5 3.535 0.506 0.10 0.924 1.127 

7.0 3.251 0_816 0.30 2.693 1.924 

7.5 2.943 2.718 1.00 3.117 1.141 

8.0 2.064 3.529 

6.5 3 2.676 0.410 

7.0 3 2.634 0.643 

7.5 3 2.271 2.170 

8.0 3 1.426 2.467 
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2 酵素、基質の大量調製

TrsHmS59を、 2Iの培養液から調製した。まず、スモールスケールの場合と同検に

ImM IPTG、誘導後の培養混度20'c、誘導後の培養時間約20時間、という条件でタ

ンパク質発現を誘導した (Fig. 44)。次に菌体を収穫し、リゾチームによる細胞墜

の消化と DNase Iによる核酸の分解を利用して可溶性タンパク質画分を調製した(

Fig.45)。次いで、ニッケルキレートレジン約 90mlを用いたアフイニティークロマ

トグラフイーにより TrsHIl1S59を精製した。スモールスケー jレの笑皇賞(笑験の部参照)

より200111M imidazoleでは洛出されないことがわかっていたので、この条件で爽雑

タンパク質を十分除いた後、 500mM  imidazol巴で目的のタンパク質を一気に溶出さ

せた (Fig.46) 0 Fig. 47には、総タンパク質、可溶性タンパク質及び精製TrxHmSを

SDS-PAGEで分析した結果を、スモ-)レスケーJレで発現及び精製を行ったTrxHmCと

ともに示してある。 ほぼシングルバンドになるまで精製することができた。

Bradfordの方法でタンパク定量を行ったところ、 ca.4 mg / ml、totalca. 80 mgであっ

た (Fig46)。

Glycerol stock 01 BL21 (OE3)pLysE harboring pAKI59 

↓Cultured at 37"C overnight in LB/Amp (100μg/ml) / Cm (34μg/mりwithshaking 

↓Centrifuge (2000XO.04XO.8 / 00脚)ml (1000Xg， 3 min) 
ppt 

↓Resuspended州 i2000 mllof fresh L8/ Amp/Cm 

↓Cultured at 37
0

C with shaking till 00
600 

reach ca. 0.6 

↓Put on ice and kept 10r5 min 

↓Added 0.1 M IPTG tclfinal∞nc. 1.0 mMI 

↓C山 re長豆函for21h (500 ml fI出k，250 rpm) 

↓Extracted total and soluble protein fractions 

Fig. 44. Expression of TrxHmS in E. coli (2 I scale). 

2000 ml of Induced culture 
↓5，000 X g， 10 min， 4 'c in RA-6 
ppt 

↓Weighed(wet weight) 
↓Suspended in 3 ml/g Native Binding Buffer pH 7.8 
↓Added 4 ml/g 100 mM PMSF 
↓Added 80 ml/g 10 mg/ml Lysozyme 
↓Stirred lor 20 min at 4 'c 
+ Added 4mg/g Sodium deoxycholate 
↓Stirred for 10 min at 4 'c 
↓Stirred by a microspatula in 37 'C water bath for 5 min 

↓When the Iysate became viscous， added 1μI/g 20 mg/ml ONase I 
↓Stood atパuntilit is no longer viscous (5-10 min) 

t Oilute with 4Xvol 01 Native 8inding 8uffer pH 7.8 
↓25，OOOXg， 21 min， 4 'C in RA・3

sup (177 ml， crude extract) 

Fig. 45. Extraction of soluble protein from E. coli . 

38 



90 ml Resin (2.7 x 15.5 cm) 

↓Washed with 400 ml 01 dHp (4 mll min) 

↓EquiJibrated with 650 ml (> 500 ml) 01 Native binding buffer pH 7.8 

↓Added 177 ml 01 crude extract 

↓Washed with 480 ml 01 Native binding bufler pH 7.8 

↓Washed with 160 ml 01 Native wash buffer pH 6.0 

↓Washed with 1000 ml (> 500 mり0150mM Imid位 oleelution bufler pH 6.0 

↓Washed with 600 ml (> 400 mり01200mM Imidazole elution bufler pH 6.0 

↓Eluted with 600 ml (>400 mり01500mM Imidazole elution bu仔erpH 6.0 

↓Check by SDS田 PAGE

↓Concentrated TrxHmS Frs. with Centriprep 30 

20 ml TrxHmS59 soln. (ca. 4 mg I ml， total ca. 80 mg) 

Fig. 46. Affinity purification of thioredoxin fusion proteins (column method). 

o _o 、q， -Q 
~(Ù φ4PF1会 ~~Y ，-<..~，"<J 

，~V 、s>もP' -c"::; 寸寸)Y <:fs 
。、 。、。、 o、 ら、 らJ

~fù' _&0'、 寸F j j 寸示、 やや J手、。p J d ポ ポ ポ ポ ペ 寸ポ

200 K一一・・圃.
116 K、-.圃・・
97 K-ー・圃圃.・ー・
66 K一一・・・・
45 K一一

-

Fig. 47. SDS-PAGE 01 lusion proteins. 10 % Acrylamide geJ. 

of:平和ペゲプ
i附…E日lut恰edwith H20 
Lyophilization 

33.7 mg (0.0376 mmol) 01 yellowish fluffy powder from 0.05 mmol 01 CoASH 

Fig. 4& Synthesis 01 p-coumaroyl-CoA 
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基質であるp-coumaroyl-CoA¥l)はFig.48のよ うな方法で合成した[25]。

まず、 p-coumaric acidを N-hydroxysucciJumid巴のエステルとした。これを"active

ester"と呼ぶ。 Active esterをシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製し、続

〈エステル交換反応の基質とする。この反応で生成した7は、ペーパークロマトグラ

フィーを用いてCoASHと分離した。水により溶出させ、凍結乾燥して、黄色みがかっ

た(レモン色)fluffyな結晶を得た。エステル交換反応は数回行ったが、最も収率の

良い例では50μ molのCoASHから37.6μ molの?を合成することができた。

3 ラージスケール反応と生成物の分雛精製

66 mgの精製TrxHmS、37μmolの7、60μ11101

の8を用いて200mlスケーJレの反応を行った (Fig

49)。反応生成物の一部をHPLCで分析したとこ

ろ、 8.!iμmolの8が生成物Aに、 8.1μ11101の8が生

成物BとCに取り込まれていることがわかった。

この生成物を分取HPLCにかけ (Fig. 50)、化合

物A、C、Bを分取し、溶媒に溶かして不溶物を

除いた後、 NMRサンプルとした。 (Fig.49)。

0.1 M Tris-HCI pH 7.5 
1 mM EDTA 
Total 66 mg TrxHmS59 
0.185 mM p-CoumaroyトCoA
0.3 mM Malony卜CoA /200 ml 

↓Incubated at 30 'c for 1 h (gently shaking) 

↓Added HCI (final conc. 0.5 M) 

↓Extracted with EtOAc (400 ml x 3) 

↓Added N~SO. and stood overnight 
↓Removed Na2SO. (filtration) 

↓Evap. 

↓Dissolved in 45 % MeOH aq.， 1 % AcOH 

↓Removed insoluble materials with TOYOPAK 
ODS-S 

↓Separated by HPLC 
Column : ODS-PREP (Tosoh， 20 x 250 mm) 
Solvent: 45 % MeOH aq.， 1 % AcOH 
Flow rate : 4.0 ml / min 
Temperature : ambient 

A， C and B 

↓Evap. and Iyophilization 

↓Dissolved in acetone (A) or MeOH (C and B) 

and filtered 
NM円samples

I 9p 

Fig. 49. Large scale reaction and separation 
by preparative HPLC. 

Fig. 50. Separation by preparative HPLC. 



4 化合物CとBの構造

化合物Cを重メタノールに溶かし、 'H-NMRを測定したところ、 Fig.51のようなス

ペクトルを与えた。 o= 6.78 (ppm)と7.40(ppm)に互いに約8Hzのカップリングを

示す水索引悶分のシグナルが見られたことから、パラ置換芳香環の存在が示唆された。

o = 6.56 (ppm)と 7.27(ppm)の水素l個分のシグナルは互いに約16Hzのカップリン

グを示しているので、 トランスのオレフィンのシグナルと考えられる。他に見られ

るシグナルは、 o= 5.85 (ppm)のシングレットのみであった。一方、分離する前の酵

素反応生成物のしC-APClMSをネガテイブモードで測定したところ、 [M司 H]・= 229と

いう結果が得られた。また、 MS/MS、MS'実験により、それぞれn也=185、143のピー

クが得られた。次に、 trimelh y Isi IyldiazomethaneでメチJレ化したところ、 GC-EIMSで

yangonin (60)と保持時間とMSが一致した (Fig.51)。このことから、化合物Cはbis-

noryangonin (BNY，20)と仮定すると、 'H-NMRをFig 51のようにアサインでき、 LC-

APCIMSで得られたピ}クはFig.52に示したフラグメンテーションにより説明できる。

αーピロン環3位のプロトンはトピロンと y-ピロンの互変異性のため溶媒中の重水素

と交換されて観測されないものと恩われる。

化合物Bは霊メタノール中でFig.53のような'H-NMRスベクトルを与えた。化合物

Cのものと似ているが、 o = 5.96 (ppm)と6.63(ppm)に見られる水素l個分のシグナ

Jレの問のカップリング定数が約12Hzであることから、 20のClS-アイソマー (61)であ

ると結論した。

5 化合物Aの構造

化合物Aは重メタノーJレ中でFig. 54のような'H-NMRスペクトルを与えた。 o = 

6.81 (ppm)と7.52(ppm)に互いに約8Hzのカップリングを示す水素2個分のシグナJレ

が見られ、 o= 6.74 (ppm)と7.66(ppm)の水素1個分のシグナルは互いに約16Hz の

カップリングを示しており、さらに o= 5.85 (ppl1l)に水素l個分のシングレットシグ

ナJレが見られるため、化合物Cと類似の構造が示唆された。さらに、分離する前の

酵素反応生成物のLC-APCIMSを測定すると、 MS、MS/MS、MSJにおいて、 m/z = 

271([M-町.)、 227、185という、化合物Cにおいて見られたピークより 42ずつ大きい

ピークが観測された。以上のデータから、化合物Aは、新規化合物4-hydroxy-6-[4-( 4-

hydroxyph巴nyl)ー2-ox.o-3. bu teny 1] -2H -pyran-2-oneで句あると結論し、 'H-NMRのシグナル

のアサインとLC-APCIMSにおけるフラグメンテーションをFigs.52， 54のように考え

た。ピロン環3位及びメチレンのプロ トンは溶媒中の重水素との交換のため観測され

ないものと思われる。この化合物は新規化合物であり、 p-coumaroyltriacetic acid 

lacton巴(CTA lactone， CT AL，62)と命名した。
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C'2H902 = 185 

C'3H904 = 229 

C14H，，03= 227 

C1sH"Os = 271 

Fig. 52. Fragmentation in LC-APCIMS experiments. 

。

Fig. 53. Structure of compound B 

novel compound 

4-Hydroxy-6-[ 4-( 4-hydroxyphenyl)之ーoxo-3.butenyl)-2H-pyran-2・one
C'SH'20S = 272 

1. 'H-NMR: CDρD， 400 MHz 

exchange 7.66 d(16) 
0. 

¥ 
6.74 d(16) 7.52 d(8) 。

OH 

2. LC-APCIMS 

m I z = 271 (MS， [M-H)' )， 227 (MS/MS)， 185 (MS3) 

Fig. 54. Structure of compound A. This compound was designated as 

p-coumaroyltriacetic acid lactone (CTAL， 62). 
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6 HmSタンパク質の機能

111 vitroアγセイで検出された20、62はそれぞれ、 p-coumaroyltriaceticacid (CTA， 12) 

、p-coumaroylacctoaceticacid (CAA， 49)が非畿素的にラクトン化したもので、 61は20

が光による異性化を受けて生成したと考えられる。つ まり、 HmSタンパク質は、主

生成物として12を、副生成物として49を生成させる静素だと考えられる(Fig.55)。

よって、 HmSは閉環反応、を全くせず炭素鎖伸長反応のみを触媒して直鎖テトラケチ

ドを遊離する全く新しいタイプのPKSの遺伝子である事が判明 した。この酵素を、

coumuroyltriacetic acid synthase、CTASと名付けた。炭素鎖伸長反応のみに限定され

たPKSがクローニングされたのはこれが初めてである。第l章第 l節でも述べたよう

に、 CTASはhydramacrosideB (13)の生合成に関わっている、つまり Fig.12のPKS2で

あると考えられる 。ところで、アマチャCHSの反応生成物中にも20と62が検出され

たが、CHSに12を遊離する活性があることを示したのもこれが初めての例である。

~OH 

C叫S~へ)J

H 

で?な|

Fig.55. Enzyme activity of HmS (= coumaroyltriacetic acid synthase， CTAS) 
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第3章 変異酵素による反応機構の解析

第l節縮合反応の活性中心、

最初の目的である新たなPKS、CTASのクローニングに成功したので、続いて酵素

タンパク質の構造と機能の関係を探るべく、数種のミュータント酵素を作製し、そ

の活性を検討した。まず、炭素鎖伸長反応について検討した。

l 縮合反応のメカニズム

Fig. 56には植物PKSの縮合反応のメカニズムについて提唱されているモデルを示

す。酵素タンパク質のCysに結合したスタータ」あるいは伸長鎖と、 malonyl-CoA(8) 

との簡で、脱炭酸を伴う総合が起きる、というものである。カラシ (Sinapisalba) 

由来CHSではCys169が、ピーナツ由来STSではCysl64が、このCysにあたると考えら

れている[26]0これはSchroderのグループによって提唱されたモデルである。彼らは

CHSとSTSで保存されているCysをすべてAla またはSerに交換した。すると上記の

Cysのミュータン トのみが活性がゼロになったo Kindlのグループは、川 ν/('-0で反応

系からスターターを除くと 、このCysへのmalonyl基の転移が起きることを示してい

る(27]が、生理的条件ではスターター結令部位として働いていると考えて良いであ

ろう。このCysは、アマチャCTASではCysl68に対応している。そこで、この位置を

Sedこ交換したミュータント酵素を作成して活性を測定し、 Cysl68の役割を検討す る

こと にした。

CHS from Sinapis afba 

STS from Arachis hypogaea 

HmC (CHS from Hydrangea macropl1yf/a) 

HmS (CT AS from Hydrangea macrophyf/a) 

HmC-C164S 

HmS-C168S 

→ No activity 

→ No activity 

CTAS catalyzes the condensation reaction in the same mechanism as that 01 CHS 

or STS. 

Fig. 56. Analyses of mutant proteins. 1. The role of the conserved cysteine. 
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2 PCRによる変異導入

点変異導入はPCRにより 、Fig.57のような手}II買で行った。また、第3節の実験と同

時に行ったので、ここでまとめて述べる。Fig. 58 に示した変異プライマ一、 HmS-

Cl68Sp及、 HmC-CI64Sp、HIl1S-HI69Fp及びHIl1C-FI65Hpを合成し、全長を含んだプ

ラスミド、 pAKI59 (HmS) とpAKl86 (HI1lC) (Table 4) を鋳型に、もう一方のプ

ライマーとして全長のC末に対応するHIl1S-C、HmC-C (Fig. 20)を用いて 1stPCRを

行った。 PCRによる意図しない変異を少なくするため、鋳型プラスミドの量を 1.3

ト4μg/100μ!と非常に多くし、PCRのサイク Jレ数は8回に抑えた。予想された約0.7

kbpのフラグメン トがi割高されたので、これを精製し、 2ndPCRに使用した。 2ndPCR 

では、このうちアンチセンス鎖がプライマーとして機能し、全長のN末に対応する

センスプライマーとともに、変異プライマーにデザインされた変異を持つ全長フラ

グメン トを増幅するはずである。なお、条件は1stPCRと同じである。

1.151 PCR 

EcoRV EcoRI (Hindlll) 

pAKI59 (pAKI86) [I壬串惨

Mutagenesis primer 

[] 
+ 

+-(二コ
HmS.C (HmC-C) 

1st PCR product 

2. 2nd PCR 

EcoRV EcoRI (Hindlll) 

Eコー，
HmS-N2 
(HmC-N2) 

pAKI59 (pAKI86) 

+ ( I  

+ 
Antisense strand 01 1st PCR product 

du 
n
H
 

例
l

「ー

ロHnv 

内

lv
E
」

2nd PCR product 

3. Subcloning 10 pT7Blue(R) 
4. Sequencing 

Fig. 57. Mutagenesis by PCR. 
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481 G C 522 
5' CTT ATG ATG TAC CAA CAG GGG TGC CAC GCG GGT GGA ACC GGC 3' 

x x 
5・-GATG TAC CA且 CAGGGA TCC CAC GCG GGT GGA AC-3' 

自nS-C168Sp B副 ηH工

G S 33 m巴r GC:19/31 61宅

469 G C 5ユ0
5' CTC ATG ATG TAC CAG CAA GGT TGC TTT GCC GGT GGC ACG GTC 3' 

x x 
5'-G ATG TAC CAG CAA GGA TCC TTT GCC GGT GGC AC-3' 

HmC-C164Sp Bam H工

G S 33 roer GC:18/31 58亀

490 C H A G 531 
5・TACCAA CAG GGG TGC CAC GCG GGT GGA ACC GGC CTT CGT TTG 3' 

xx x x 
5・-CAACAG GGG TGC TTC GCC GGC GG且 ACCGGC CTT C-3' 

日nS-H169Fp Nae工
C F A G 34 mer GC:22/30 73% 

478 C F A G 519 
5' TAC CAG CAA GGT TGC TTT GCC GGT GGC且CGGTC CTC CGT TTA 3・

xx x 
5・-CAGCAA GGT TGC CAT GCC GGC GGC ACG GTC CTC-3' 

出羽C-F165Hp Nae工

C H A G 33 mer GC:21/30 70~住

Fig. 58. Primers for site-directed mutagenesis. 

予想通り約 1.2kbpのフラグメントが増幅されたので、精製してpT7Blue(R)にサフ・

クローニングし、それぞれ3クローンずつ選んでプラスミドを抽出した。 MUlagenesis

primer中にデザインした制限酵素 (HrnS-C168Sp及びHrnC-CI64Sp: BCI川町、HmS-

H169Fp及び瓦mC-FI65Hp: Nael)を利用して、変異の入ったインサ」トを持つクロー

ンを選んだ。以下の通り。

HmS-CI68Sp : pAK1363， 364 

HmC-C164Sp : pAK1366， 367， 368 

HmS-HJ69Fp・pAKI370，371 

HmC-FI65Hp: pAKI372， 373 

このうちpA阻 363、366、370、371、372及び373についてF、R両側からシークエン

シングを行った。その結果、pAKl363、366、371及び373にはプライマーに由来する

変異以外の意図しない変異が存在しないことが判明した。しかし、このうち

pAKl363、366及び373はN米プライマーあるいはC末プライマ一部分に欠失が存在す

ることも明らかになった。この3者については発現ベクター pET-32a(+)への組み込み

が不可能なので、pAKl59やpAKI86と一部を交換することにより変異タンパク質発現

プラスミドを構築することにした。 Fig.59に示したように、 pAKl59のEcoRV-PmaCl

フラグメントをpAK!363のものに置き換えることによってpAK1387 (発現タンパク質

I:J:HmS-CI68S) を、 pAKl86のEcoRV-EcoRlフラグメントをpAK1366とpAKI373の1.I
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k b P EcoR V -EcoRJフラグメントと入れ替えることによりそれぞれpAKJ38J (HmC-

Cl64S) とpAKl385 (HmC-FI65H)を構築した。pAK137Jについては、全長を含んだ

J.2 kbp EcoRV-EcoRJフラグメン トをpET-32a(+)の同じサイ トに組み込むことにより

pAKI383 (HmS-HI69F) を構築した。

PmaCl 

6.5 kbp PmaCl-EcoRV fragment 

J 
PmaCI 

(SH) 

巨困 EcoRV EcoRI 

(CF) 

6.0 kbp EcoRI.EcoRV fragment 

J 
EcoRI 

(SF) 
(CH) 

→~~至召

5.9 kbp EcoRトEcoRVfragment 

J 

(CF) 

EcoRI 

」
PmaCl !pAKI3司

ト

0.56 kbp EcoRV-PmaCl fragment 

protein : HmS.C168S 

1.1 kbp EcoRV-EcoRI fragment 

protein: HmC.C164S 
protein : HmC-F165H 

コRV 困

1.2 kbp EcoRV.EcoRI fragment 

protein : HmS.H169F 

L 

Fig. 59. Construction of plasmids for mutant protein expression. 
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これらのプラスミドをBL21(DE3)pLysSIこ導入、タンパク質発現誘導を行い、

ミュータントタンパク質を含んだcrud巴 extractを得た。十分な可溶性タ ンパク質を得

るためには、 IPTG添加後の培養を 1St:で行う必要があった。なお、第2章で用いた

宿主は発現のオンオフのコントローJレがより厳省に行えるBL21(DE3)pLysEであった

が、 HmSやHmCタンパク質は大腸菌に対する毒性が低いと思われること、及び20時

間以上に及ぶ培養中の菌の安定性を考え、リゾチーム生成量の少ない

BL21 (DE3)pLysSを用いることにした。コントロ-)レであるpET-32a(+)、pAKlS9及び、

pAKI86もこの宿主に導入し直した。

3 酵素活性の検討

HmC-CI64S、HI1lS-CI68Sとも、会〈活性を示さなかった (Fig.56) 0 CHSやSTS

と同様、新たにクローニングした酵素であるCTASにおいても、このCysl68がスター

ターと伸長鎖の絡会部位として機能していると恩われる。



~ 

第2節 キメラ タンパク質の活性

次に、 CHS、STSにおいて閉環反応に関与する憐造、あるいは、CTASにおいて閉

環を妨げている構造について検討することにした。HmC (CHS)とHrnS(CTAS) 

を比較したとき、 HrnCの配列のうち、 HmSと異なる部分のいずれかが間環反応に関

わっているか、あるいは逆に、 HmSの配列のうちHmCと異なる部分のいずれかが閉

環を妨げていると思われる。4寺に興味深いのは、 CHSISTSコンセンサスと HmSの間

で相向性の無い13ヶ所 (第l章第3宣告参照)である。

] キメラタンパク質の作成

HmC、HmSのORFを3個のreglonに分け、制限酵素を利用して組み替えてキメラ

タンパク質を作成し、その活性を検討することにした。キメラの活'性がHmC型(

CHS )かHI11S型 (CTAS)かに着目すれば、閉環に関わる領域を特定できると考え

た。

部位特異的変異導入により市IJ限酵素サイトを導入し、導入したサイトを利用 して

キメラタンパク質を設計することにした。変異導入はUniqueSite Eliminationi去を用

いて行い、発現用プラスミドであるpAKI59(HmS)とpAKl86 (HmC)に直接導入

した。用いたプライマーの配列はFig. 60の通り 。プライマーは5'リン酸化したもの

を使用する必要があったので、 Mut-HmS174pとMut-HmS290pについてははじめから

リン酸化したものを合成し、 Mut-HmCI74LとMut-HmC286LについてはT4

polynucleotid巴 kinaseVこよりリン酸化した。変異導入はほぼキットのマニュアル通り

に行ったが、 pAKl59へのNrulサイトの導入はMut-HmSJ74pの濃度を100倍にする必

要があり、 pAKl59へのSIu1サイトの導入は、 Sel-pETpの濃度を llJ0に、 Mut-

HmS290pの濃度を 10倍にする必要があった。いずれもマニュアル通りの濃度では十

数値のクローンをと ってもすべてSel-pETpのみがアニールして生成したプラスミド

になってしま った。上記のような条件検討の後、最終的にpAKI284(pAK159 + Nrttl， 

protein : HmS-LI77F)、pA悶 284 (pAKI59 +Slul， protein : HmS)、pAKl209 (pAK186 

+Nl札 protein: HmC-L173F)及びpAKl198(pAK186 + Slu 1， prot巴in: HmC) を得るこ

とができた (Fig. 61) 0 NruIザイトの導入はアミノ酸の変異を伴うものであったの

で、これらのプラスミドをBL21(DE3)pLysSに導入し、変異タンパク質を発現させて

その酵素活性を検討した。その結果、ミュータントタンパク質であるHmS-Ll77Fと

HmC-LJ73Fはともに親であるHmS、HmCの活性を維持していた。

これらの変異導入プラスミドを組み替えて、キメラ発現用プラスミドを構築した。

Fig. 61に示すように、 pAKl284とpAKI209の問でEcoRV-Nrulフラグメントを交換す

ることにより pAKl3J7(protein: SC178) とpAKJ329(protein: CS174) を構築した。

同様に、 pAKI286とpAKl198からpAK1322(prot巴In ・SC290) とpAKl325 (protein : 

CS286) を構築した。 これらのプラスミドをBL21(DE3)pLysSに導入し、第i節の
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ミュータントと同様、培養混度15"(の条件で IPTGによる発現誘導を行い、 crud巴

ex回 Clを調製した。

(1) Mutagenesis primers・

1) Muヒー陀nS178p

515 L A K 555 
5' GA ACC GGC CTT CGT TTG GCC AAG GAT CTC GCG GAG AλC AAC 3' 

x x 
5'-CC GGC CTT CGT TTC GCG AAG GAT CTC GCG GAG-3・

Nru工

F A K 32 mer GC:19/30 63宅

2) Mut-HmC174L 

501 L A K 540 
5' T GGC ACG GTC CTC CGT TTA GCC AAA GAC CTA GCT GAG AAC 3' 

x x 
5'ーCACG GTC CTC CGT TTC GCG AAA GAC CTA GCT GAG-3' 

Nru工

3) Mut-HmS290p 

852 

F A K 34 mer GC:18/32 56も

Hind 1工工 892 
5' G AAC ACA TTG GTT GAA GCT TTC ACT CCA ATA TTA ATG GAT A 

x x 
5'-C ACA TTG GTT GAG GCC TTC ACT CCA ATA TTA ATG G-3' 

Stu工

E A F 35 me工 GC:13/33 39亀

4) Mut-HmC286L 

837 E A F 879 
5・TGAG AAG AGT CTA GTT GAG GCA TTC CGC CCC TTG GAC ATC TCT 3' 

X 
5'-G AAG AGT CTA GTT GAG GCC TTC CGC CCC TTG GAC ATC-3' 

Stu工
E A F 37 mer GC:20/36 56も

(2) The selection primer : 

Sel-pETp 

1010 Sph 工 981
5' CG CAA GGA ATG GTG古百万EAA田 AGATGG C 3' 

xx 
5'ーCAAGGA ATG GTG CTA GCA AGG AGA TG-3・

Nhe 1 
26 mer GC:13/24 54も

Fig， 60， Primers for site-directed mutagenesis (Unique site elimination method)・
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EcoRV EcoRI Hindlll 

Plasmid : pAKI59 
Protein : HmS 

了間 。 HmS 1.2 

EcoRV Hindlll 
t . 

Plasmid : pAKI86 

Prolein : HmC 
Trx 。

HmC 1.2 

EcoRV Nrul EcoRI Hindlll 
Plasmid : pAKI284 
Protein : HmS-L 177F 
(Mut-HmS178p) 。 U.O 1.2 

EcoRV 
Plasmid : pAKI286 

Stul EcoRI Hindlll 

Protein : HmS 
(Mut-HmS290p) 。

0.9 1，2 

EcoRV Nrul Hindlll 
Plasmid : pAKI209 
Protein : HmC-L 173F 

(Mut-HmC174L+P) 。
0.5 1.2 

EcoRV Stul Hindlll 
Plasmid : pAKI198 
Protein : HmC 

(Mut-HmC286L+P) 。
0，9 1.2 

EcoRV Nrul Hi門dlll
Plasmid: pAKI317 
Protein : SC178 

(Irom pAKI284 and 209) 。
0.5 1.2 

EcoRV 
Plasmid : pAKI329 

Nrul EcoRI Hindlll 

Protein : CS174 
(from pAKI284 and 209) 。 0.5 1.2 

EcoRV Stul Hindlll 
Plasmid : pAKI322 

Protein : SC290 
(from pAKI286 and 198) 。

0.9 1.2 

Eco円V
Plasmid : pAKI325 

Stul EcoRI Hindlll 

Protein : CS286 

(from pAKI286 and 198) 。
0.9 1.2 

Fig. 61. Construction of plasmids for chimeric protein expression 
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2 キメラタンパク質の活性

アッセイの結果、 CSl74、SCI78、CS286は会〈活性を示さなかった。Schroderの

グループによるカラシCHSとピーナツSTSのキメラタンパク質も不活性であり [28]、

2基質の聞の総合反応を3回行い、さらに閉環を行うものもある、という複雑な反応、

を触媒するCHSスーパーファミリーの場合、活性のあるキメラタンパク質を作成す

るのは難しい、ということを改めて示す結果となってしまった。

キメラSC290は、CTAS活性を示した (Fig. 62) 0 SC290が閉環産物を生産せず、

HmSと同じ活性を示したことから、 Ala290よりc末の部分と、そ こに含まれる 、

HmSの最大の特徴であるインサーションが原因で閉環が起きないわけではないと考

えられる。また、このミュータン トをHmC(CHS)と比較すると、 HmCのAla286よ

りN末の部分をHmSに交換したことにより閉環活性を失ったことになり 、CHSにお

いて閉環に関与している構造がこの領域に存在することが明らかになった。

CHS from Sinapis alba 

STS from Arachis hypogaea 

HmC (CHS from Hydrangea maoroplJylla) 

HmS (CTAS from Hydrangea macrophylla) 
CS286 
SC290 

HmC 塵選

HmS 

CS286 

SC290 

287 悶E壇冨唱!G------~ 303 

:2露軍軍二二二冨運;:;
5 悶~ILMDS工DSEiI!mlm 307 

;;;語審謁2TT!?!醤霊;;:
4 

↓ Product 

機織議機議選議懇機織機織 CTAL， BNY， NG 

CTAL. BNY 

none 

CTAL， BNY 

(CTAL: p-coumaroyltriacetic acid lactone， 

BNY : bis-noryangonin， NG : naringenin) 

Fig. 62. Analyses of mutant proteins. 11. The role of characteristic insertion of 

coumaroyltriacetic acid synthase. 

Lack 01 insertion proved to be less impo同antlor cyclization. 

Critical amino acid residues lor cyclization exists in the N-terminal region 01 CHS 



---ー第3節活性中心の直後のアミノ酸

l 活性中心Cysに続〈アミノ酸残基

次に、活性中心Cysの周辺に注目した。このCysの直後のアミノ酸は、全てのCHS

においてPhe、STSではPh巴またはTyrであるのに対し、閉環を行わないCTASにおい

てはHisである。また、 Gerbera hybridaのCHS2クローンは、大腸菌で発現させたと

きにCHS活性を示さず、 benzoyl-CoAを基質に未同定の生成物を合成するが、この興

味深いクローンではこの位置がAlaである[29]。

2 変異導入

そこで、この位置のアミノ酸残基の酵素活性に対する役割を検討するため、部位

特異的変異導入により、 CHSとCTASの問でこの位置のアミノ酸を交換した、 HmC-

Fl65H、HmS-HI69Fを作成した。変異導入は、第l節のミュータントと同時に行った。

3 ミュータントの活性

アツセイの結果をR畠63に示す。まず、 HmC-F165Hの活性は野生型と変わらなかっ

た。しかし、 HmS-HI69Fは野生型と異なる活性を示した。期待する新たな間環産物

の生成は検出されなかったものの、 トリケチドであるbis-noryangonin(20)の生成量が

2.5倍に増加し、テトラケチドであるCTAlactone (62)の生成量は 114に減少した。

CTASにおいては、 Hisl69が活性中心の構造維持に関与していると思われる。そして

変異によりその構造が変化し、 トリケチドの加水分解の反応速度が3回目の総合の反

応速度より大きくなったものと恩われる。 PheはHisよりも多少かさ高いので、活性

中心のポケットがノj、さくなってしまったのかもしれない。
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Fig. 63. Analyses of mutant proteins.日1.The role of the residue next 
to the active site cysteine 

55 



..，...--. 

第4章 CHSとSTSの交叉反応

l 縮合反応の副生成物

第3章で述べたように、アマチャCHSの機能を検討している過程で、高Jj生成物とし

てbis-noryangonin(20)とCTAL(62)を検出した。これが植物PKSの一般的な性質なの

かどうか検討するため、大腸菌で発現させたクズ由来のCHSとピーナツ由来のSTS

について検討した。その結果、いずれの酵素もこれらの副生成物を生成させること

が明らかになった (Fig.64) 0 Fig. 65にはピーナツSTSの結果を示した。pET-3dに組

み込んで大腸菌で発現させ、イオン交換クロマトグラフィーにより部分精製[22]し

たSTSの反応生成物をHPLCで分析した。主生成物であるresveratrol(4)の他、 20と62

の生成が認められる。STSがs!ilbene以外の生成物を生成させることを示したのはこ

れが初めての例である。これらはいずれも縮合反応の副生成物であり、序論で述べ

たように、 C2単位の伸長が段階的に起きることを実証する結果といえる。同様に、

閉環反応のメカニズムを反映した副生成物もあるのではないかと考え、さらに反応

生成物を精査し、他の副生成物の検出を試みた。

CHS from Hydrangea macrophylla 

Jニ71MW十点jHー。てに;

一
/

山

…
Fig. 64. Intermediates and by-products 01 chalcone and stilbene synthases 
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2 ピーナツSTSのCHS活性

まず、ピーナツSTS反応生成物を分析した。Fig・ 66には部分精製STS[22]の反応生

成物をメチル化してGC-MSで分析した結果を示した。驚くべきことに、 RT = 15.4 

mintこ、 naringenin(58)のジメチル体を検出した。椋品と保持時間、 MSとも良〈一致

している。

次に[2-
1
'C]l11alonyl-CoA (8)を基質にして反応を行い、キャリアー希釈法による生

成物の確認を試みた。まず、ピーナツSTSを発現させた大腸菌より STSを精製した。

STS発現プラスミドpET-3d-STSを持った大腸菌BL2J(DS3)pLysE300 mJより、硫安沈

殿、 DEAETOYOPEARL、Hydroxyapatit巴により、 SDS-PAGEJニほほ単一バンドにな

るまで精製した。 精製過程をまとめてTablc7に示した。精製STS800μlを用いて、

1 mM p-coumaroyl-CoA (7) 100μ l、176 111M [2_14Cj8 100 fJ 1 (37.0 KBq)を基質とした酵

素反応を行い、反応生成物を HPLCで解析し、 naringenin(58)、resveratrol(4)のピー

クを分取して放射活性を測定したところ、 58の放射活性は 1441.4dpl11、 4は63679.3

dpmであった。また58のフラクションを分取して用いてcarrierdilution analysisを行っ

た。結果をFig.60の表に示す。非活性がほぼ一定となったので、この副生成物が58

であることを確認した。HPLCのフラクションの放射活性より、本来のSTS活性を

100%とした時、 CHS活性は2.3%であった。

3 クズCHSのSTsi毒性

次にクズCHSについても反応生成物を精査することにした。すると、同様にSTS

活性を示した。まず、部分精製CHS[22，2勾の反応生成物をメチル化してGC-MSで分

析したところ、 4のジメチル体を検出した (Fig.67)。続いてSTS同様キャリアー希

釈法を試みた。まず、 STSと同様に、クズCHSを発現させた大腸菌より STSを精製し

た。STS発現プラス ミドpET-3d-STSを持った大腸菌BL21(DS3)pLysE 300 1111より、硫

安沈殿、 DEAE TOYOPEARL、Hydroxyapatite、クロマトフォーカシングにより、

SDS-PAGE上ほぼ単一ノTンドになるまで精製した。精製過程をまとめてTable 8に示

した。精製 CI-lS800μlを用いて、[111M 7 100μ l、1.76mM [2-I<C)8 100p 1 (37.0 

KBq)を基質とした酵素反応を行い、反応生成物を HPLC で解析したところ、 58の

ピークの放射活性は 116123.2dpm、4のピークは 3124.4dpmであった。4のフラク

ションを分取して car巾 rdilution analysisを行ったところ、表に示すように非活性が

一定となり、生成物が4であることを確認した。CHSによるSTS活性は、 CHS活性の

2.7 %であった。

4 交叉反応とその要因

以上のように、 CHSとSTSにおいて交叉反応が生じていることが初めて証明され

た (Fig 68)。この交叉性が何に基づくものなのかは現段階では不明であるが、活

性部位権造の柔軟さ、あるいは、タンパク質合成時にCHS型、 STS型の 2穫のコン

フォーマーが生成している可能性などが考えられる。いずれにしても、第5章で述べ

るように、 CHSとSTSが同じ起源から進化してきたことの一つの証拠と考えられる。
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Table 7. Purification procedure of STS 

----------
Totar prOlein Tolal aCllvlly Speclflc aclivlty Recove叩 Fold 

(mg) (pkal) (pkatlmg proleln) (%) 

Crude Exl 9.98 35.0 3.51 1∞ 
Ammoni.Jm sulfale precipltation 

4.13 7.32 1.77 20.1 0.50 (40.aO%5a1.) 

OE提 1.34 13.6 10.2 38.9 2.90 

Hydroxyapalite 0.31 11.6 37.3 33.0 10.6 

Table 8. Purification procedure of CHS 

---------
T otal protein Total activity Specific actlvity Recovery Purifrc揖tion

(mg) (pkat) (pkaVmg protein) {判) (fold) 

crude ext 28.8 35.7 1.20 100 

Ammoniumsulfate prec1pitation 19.5 4.50 0.23 13.0 0.20 
(30.80%) 

DEAE 4.50 9.10 2.00 25.0 1.70 

Hydroxyapatite 1.70 6.50 3.80 18.0 3.20 

Chromatofocusing 0.42 4.20 10.0 12.0 8.30 
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第5章 CHSスーパーファミリーの分子進化

第l、2章では、新たな酵素CTASのクローニングに成功してその特殊な一次構造

を明らかにし、第2、4章ではCHS、STSにも直鎖テトラケチドを遊離させる活性が

あることを示し、さらにCHSとSTSの反応のうた叉性を発見した。これらの知見を、

分子進化の観点から考えてみる。

今回クローニングされたアマチャCTASも含めて、 CHSスーパーファミリーのメ

ンバーを整理してみる (Fig.(9)。同じクマロイルをスターターにし、関環様式の

異なるのカ司ごHS、STS、CTASで、間環がSTS型でジヒドロ型のスターターを用いる

のがBBSで、 C6-CIスターターを使ってCHS型の閉環を行うのがACSである。

スーパーファミリーのうち主なものをもとに系統樹を作成した (Fig.70) 0 CHS 

として報告されている配列の多くは機能が証明されていない。機能が明らかなもの

のみ、醇素名を記した。矢印は今回得られた配71Jである。この系統樹から、 CTAS

はACSやBBSと進化的に近いことがわかる。また、 STSは独立のグループをイ乍って

いないこともわかる。これらのことから、進化の道筋を次のように考えることがで

きる (Fig.71)。

まず、スーパーファミリーの先祖はCTASと同じく関環能力のない酵素であった

と思われる。そして、 CHS、STSの直鎖テトラケチド遊離活性は、先祖の活性を完

全には失っていないことを示しているのであろう 。この先祖型酵素が、まず閉環活

性を獲得し、 C6-Clを基質にするもの、ジヒドロ裂を基質にするものが現れて分化

し、比較的最近になってCHSとSTSの分化が起こったと考えられる。CHSとSTSの交

叉反応も、分化が完全に行われていないことの現れであると思われる。
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a〆
Sa刈fragaceaeCTAS 

Composilae Nol CHS 

Rutaceae ACS 

Orchidaceae BBS 

Convolvulaceae 2 

Vllaceae STS 

Gramineae 1 

Scrophularlaceae CHS 

Umbertferae 2 

Solanaceae 4 

Leguminosae STS 

Solanaceae 2 

Solanaceae 3 

a〆

Plnaceae 2 STS 

~i.g : 70. Phylogenetic tree of CHS superfamily. The tree was created by neighboト
IOlning method. Labels are family， number and function if demonstrated. 
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考察

1 PCRによるクローニング

私が今回採用した、植物PKSのPCRによるクローニングの長所と短所について述

べる。ハイプリダイゼーションを用いた方法と比べたとき 、最大の長所はスピード

である。PCR産物の大きさを電気泳動で様認できるので、 falsepositiveのクローンを

拾う可能性が少ない。実際今回のクローニングでも、 core部分のクローニングにお

いて選択した33個のクローンのうち、 31個が「あたりJであった。そして、 RNAの

抽出から全長クローンの増幅まで1ヶ月あまりで行うことができた。短所は、プライ

マーのデザインが悪い、特にプライマーの3'末の配列が不適当だとフラグメントの

増幅が起こらない点である。が、今回用いたプライマーはかなり汎用性が高く、こ

れらを用いて、コガネパナ (Scu(ellariabaicalellsis)のCHSのクローニングにも成功

している[30]0また、この研究を開始した後で発表されたPha!aenopsisspのBsSの配

列は、プライマーCHS-174Sと3'末がマッチしておらず (Fig. 72)、 (今回PCRに用

いた耐熱性DNAポリメラーぜが3'エキソヌクレアーゼ活性を持つタカラEx-Taqだと

は言え)増幅は難しいかもしれないが、 CHS・112Sを用いれば問題はない。

:SSP  BBs i::圏聖司圏圏建時出:
Fig. 72. Nucleotide sequences of bibenzyl synthase from Phalaenopsis 

sp. and primer CHS・174S.

2 CTASのアマチャ細胞内での役割

第2章第3節でも述べたように、 CTAS(= HmS)はhydramacrosid巴 B(13)の生合成

に関わっているのは間違いない。つまり、 Fig. 12で存在を予想したPKS2である。た

だ、 CTASは川町'roアッセイにおいて、 CHSやSTSよりもCAA(49，検出されるのは

BNY)の生成量が多い。CTA(12)と49の両方を合成するbifunctionalな酵素なのかもし

れない(つまり、 Fig.12においてPKS2= PKS3)。

3 スチルベンカルポン酸の生合成

当初は、アマチャ楽におけるポリケタイド化合物の存在比から言って、今回のク

ロ」ニングによってメインに得られるクローンとしてはスチルベンカルポン酸合成

酵素、つまり Fig.12のPKSIを予想していた。しかし、実際に得られたクローンは

CHS (= HmC)とCTAS(= HmS)の2種のみであった。アマチャなとマの任}め'angea属独

特の成分であるアリルジヒドロイソクマリンの前駆体であるスチルペンカルポン酸

はどのようにして生合成されるのであろうか?まず、容易に考えられるのは、 PKSI

に相当するクローンはあるのだが、今回は、アマチャ薬を採取した時期が慈い、あ

るいは用いたプライマーとマ ッチしない、などの理由で増隠されなかった、という
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仮説である。 しかし、私は次のような仮説も成立し得ると考える (Fig.73)。

アマチャ中のPKSはもともとCHSとCTASしか存在しない。CTASにより放出され

た12が何らかの関環酵素によって閉潔を受けてスチルベンカルボン酸14が生成する。

12が還元酵素により還元を受けることにより、あるいはトリケチド17がCTASに結

合したまま還元を受け、さらに伸長が起きることにより生成した還元型テトラケチ

ド64が同じ閉環醇素により閉環されて30が生成する。

Hydrollgea属独特の成分であるアリルジヒドロイソクマリンの生合成は非常に興味

深く、今後ぜひ明らかにしていきたい。良い材料を選び、まず摘物体の粗抽出液に

醇素活性を検出することから始める必要があるだろう 。また、 Hydrangea属以外の槌

物にも、 Fig.74に示したようなスチルベンカルボン酸が知られている[31、32、33)。

これらを用いても興味深い結果が得られるのではないだろうか。

なお、スチルベンカルボン酸と 同様の閉環反応によって主主合成されると思われる、

糸状菌Penicil/illlll1'011lIwll(J)6・methylsalicylicacid (68)は、脂肪酸合成酵素と類似の構

造を持つ分子量約180kDaのmultifunctionalenzyme、6-111巴thylsalicylicacid synthase (6-

MSAS)によ って合成されることが明らかになっている (Fig.75) [34Joまた、植物

由来のジヒドロイソクマリンである食用ニンジン ( DOllcu.s coro(o ) の6-

hydroxym巴lIein仰を合成するふhydroxymelleinsynthaseも、推定分子量約 120kDaと、

CHSとは異なる構造を持つことが明らかになっている[35]。しかし、これらはいず

れもaoetyl-CoA(67)をスターターにする酵素であり、 p-coumaroyl-CoA(7)をスターター

にすることか革実なアマチャPKSIはやはりCRSスーパーファミリ ーに属する酵素で

ある可能性が強いと思われる。

7+8x2 
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dへ/

CoASγ +M Sγ YX2- ~OH 
u 0 0 OH 8 

acetyl-CoA (67) malonyl・CoA(8) 6・met附坦lic洲ca臼d(68) 

HO~、〈1/
、、/-....~O 

OH 0 

6-hydroxymellein (3) 

Fig. 75. Reaction of 6-methylsalicylic acid synthase 
and 6-hydroxymellein synthase 

67 + 8 x 4 

4 Hydrangea属におけるセコイリドイドの出現

ところで、 HmSタンパク質の機能を考えるとき、セコイリドイドhydramacrosideB 

(13)の存在が大きなヒントにな った。Secologanin (50)と他の化合物とのカ ップリン

グによって生成する天然有機化合物は、キョウチクトウ科やアカネ科などに存在す

るインドールアルカロイドや、リンドウ科などに存在するセコイリドイド配糖体が

知られているが、50と直鎖ポリケタイドとから生成するものは Figs.11， 13で紹介し

たもののみで、 Hydrangea属以外からは見つかっていない。第2章第 3節、第 4章で

述べたように、 CHSやSTSにも直鎖テトラケタイ ドCTA(12)を遊離する活性がある

から、 他の楠物に存在しないのは不思議である。単に見つかっていないだけ、とい

う可能性ももちろんあるが、おそらく、 12や49と50とのカップリングという経路が

Hydrangea属に特異的なものなのだろう 。12や49がCHSやSTSの副産物として生成す

る場合、その生成量はそれほど多くないので、分解系によって蓄積を防ぐことがで

きる。しかし、先に述べたようにスチルベンカルポン酸の生合成がCTASと閉環酵

素の共同作業に よるものだとすれば、閉環酵素の発現量が十分でない場合、 12や49

の過剰な蓄積が起きる可能性がある 。そのような場合の直鎖ボリケタイドの代謝系

として、 50とのカップリングという経路が発達したのではないだろうか。

5 CHS、STSにおいて閉環反応に関わるアミノ酸残基

本研究では同定することはできなかったが、 CHSとSTSにおいて、 CTASの持たな

い間環活性に関わっている携造や、 CHSとSTSのそれぞれの特異的な閉環様式を決
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定している構造が存在するはずである。現在までに知られている情報から考えられ

る可能性について考祭し、今後の部位特異的変異導入のターゲットになり得るアミ

ノ酸残基を考えてみる。

おそらく、 CHS、STSに特異的な反応を触媒するアミノ酸残基とそれぞれのタン

パク質の特異的な立体構造の両方が関わっているのだろうが、立体構造に関しては

今のところ有用な情報がない。結晶構造や溶液中での構造に関する知見は全く無い

し、また、配列から二次構造予測を行っても、同じCHSでも、植物穫によって異な

る結果が得られてしまう。したがって現在は、それぞれの活性を決定しているアミ

ノ酸を同定する、という方向でしか検討することができない。

Fig.76に示すように、CHSにしろSTS(閉環のメカニズムは 2種類考えられる)に

しろ、閉環反応はタンパク質上のbaseによって開始される。CTASにはこのbas巴が無

いのだとすると、近いうちに同定できる可能性がある。 Table9には、 HI1lS (= CTAS 

)に特徴的なアミノ酸残基とCHSISTSコンセンサスにおいて対応するアミノ酸を列

挙した。この中でbaseとして働きそうなのは(i)のArg、(ii)、(ix)、(xii)、(xiii)のGlu、

Aspであり、部位特異的変異導入のターゲ ットとして興味深い。なお、第 3章第2

節の結果より HI1lCではAla286より C末側に位賞するいii)のAsp (HmCのAsp311)と

Glu (HmCのGlu314)は重要でないように思えるが、キメラ SC290ではN末側の構造

の変化によりAsp3J1またはGlu314と中間体との距離が広がってしまった可能性もあ

るので、無視できない。

また、立体構造の変化を引き起こしうるアミノ酸残基について考えてみると、

Table 9に示したすべての残基に可能性があるが、第 3章第 2節のキメラの実験より

(xi)と(xii)は重要でなく、また、 HrnS59とHrnS62で異なる(i)、(x)も考慮に入れなくて

良さそうである。~寺に興味深いのは(viii)のProであり、最初の選択肢として検討した
u、。

CHSとSTSの閉環株式を決めている構造にも大きな興味が持たれる。Schrod巴rのグ

ループでは、ヨーロッパアカマツ (Pillussylves什is)由来のCHS、ヨ ーロ ツパアカマ

ツ由来のSTS、ピーナツ由来のSTSの活性中心Cys付近の配列 (Fig.77)に注目し、

それぞれについて、 Gln-Gln、His-Gln、Gln-Hisのクローンを作製して酵素活性を検

討しているが、活性の減少や基質特異性の変化などは見られたものの、閉環様式に

変化はなかった[36]。

閉環はbaseによって引き起こされるのだから、それぞれに特異的なbas巴を探せば良

さそうだが、機能が同定されているすべてのCHSにおいて保存され、かつSTSには

無いアミノ酸残基は存在しないし、逆も同じである。むしろ、第 4章において明ら

かにした、 CHSとSTSの問の交叉反応の発見から、CHSとSTSに共通して存在するア

ミノ酸の中から探した方が良いことがわかる。交叉反応の存在は、 (a)CHSとSTSに

おいて間環反応を触媒するbaseは共通で、中間体テ トラケタイド (CoAエステlレ9ま

たはカルボン自主 12)のフォーlレディングのi遣いのみでコントロールされている、ま

たは、(b)それぞれにおいてbas巴として働くアミノ酸残基は異なるが、いずれもあら

ゆるCHSとSTSにおいて(少なくともクズCHSとピーナツSTSにおいては)保存さ れ
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ており、活性中心付近の構造によりどちらが働くかによって閉環様式が決定される

ことを示しているからである。
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Fig. 76. Hypotheses for mechanlsms of cyclization reactions by 
chalcone and stilbene synthases 

Table 9. Characteristic amino acid residues in HmS. 

HmS59 HmS62 CHS / STS consensus 

(i) Cys12 Leu12 Arg 
(ii) Gly18 Gly18 Glu， Asp 
(iii) Cys169 Cys169 Phe， Tyr 
(iv) Asn201 Asn201 Thr 
(v) Ala208 Ala208 Thr， Ser 
(vi) Ser217 8er217 Ala 
(vii) Thr236 Thr236 Val，11巴
(Viii) AIa252 Ala252 Pro 
(ix) Gln264 Gln264 Glu 
(x) Glu265 Gly265 Val 

(xり Insertion Insertion 

(xii) Asn321 Asn321 Asp 
(xiii) Gln324 Gln324 Glu 

CH8 from Pinus sylvestris 
STS from Pinus sylvestris 
STS from Arachis hypogaea 

~ig. 77. Alignment of partial sequences of chalcone and stilbene synthases 
from Pinus sylvestris and stilbene synthase from Arachis hypogaea. 
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総括と展望

アマチャより、 CHSスーパーフ 7ミリーの新たなメンバーで、炭素鎖伸長反応、の

みを触媒するまirたなPKSのクローニングに成功し、さらに、変異醇素の解析により、

酵素活性発現に関与するアミノ敵残基を同定することができた。また、 CHSとSTS

に直鎖テトラケタイドの遊離活性があることを発見し、さらに両者の間に反応の交

叉性があることを見いだした。そしてさらに、これらの性質とCHSスーパーファミ

リーの一次構造から、植物PKSの分子進化に関 して魅力的な仮説を示すことができ

た。いずれも、権物PKSの構造と反応機構を考える上で画期的な結果と言える。し

かし、本研究の最大の意義は、ホモロジーを利用したPCRにより CHSスーパーファ

ミリ ーの新たなメンバー遺伝子のク ローニングが可能であることを、実際に証明し

た点にあると考える。

本論文では、CHSスーパーファミリーのメンバーとしてはクローニングがなされ

ているもののみを取り上げたが、近年になり、単純なお巴lyl-CoA(67)以外のCoAエス

テルをスターターに、malonyl-CoA(8)由来のC2ユニットの伸長をl固から3回行う酵

素活性の報告がいくつかなされた (Fig.78) [37， 38， 39， 40]0これらの酵素がCHSと

構造的に似たタンパク質であるという決定的な証拠はまだ得られていないが、 CHS

スーパーファミリーのメンパーである可能性は十分にある。また、Fig.79に示した

化合物も、やはりCHSスーパーフ 7ミリーのメンバーによって生合成されていても

おかしくない[1]。とすれば、これらの酵素の遺伝子を、私がデザインした縮重入り

プライマーを用いたPCRによりクロ」ニングできる可能性がある。良い材料を選ん

でぜひ挑戦してみたい。特に興味深いのは、縮合の回数がl回と2回の鮮素である。

今回私が作成したミュータント、 HmS-HJ69Fは活性中の構造が変化 し、3回目の縮

合が起きにくくなったミュータントと思われる。総合の回数の少ない酵素の配列が

得られれば、その活性中心付近の配列を他の酵素と比較したり、ミュータントを作っ

て活性を検討することなどにより、鎖長決定のメカニズムについて有用な知見が得

られると思われる。また、全イ本の配列の相向性から、 CHSスーパーファミリーの進

化に関わる決定的な |育報が得られる可能性が高い。いずれにしろ、本研究を足がか

りに縫物ポリケタイド合成酵素の研究が急速に進展するのは間違いない。



1. Benzalacetone synthase (BAS) from Rubus /daeus 

d炉、"OH

CoASγ)Ul+ωγyOHX1  

O 7 0 0 

8 
2. Styrylpyrone synthase (SPS) from Equisetum arvense 

~ ~OH 

Co札 A ム] CoAS， /'0... /OH 、r、ミ，._..、む，，+ 11" lf X2 

O 7 0 0 
8 

3. Benzophenone synthase (BPS) from Centaurium eryth周回

r:?、
CoAS、)..._， J人目 CoAS，...... へ"OH..^ 

可「 、J 、OH T π TT X J 一一一一ー
凸 70 0 0 

自

4. Phlorisobutyrophenone synthase (PIBPS) from Humulus lupulus 

oASγγ  +山町OHx3 --.-

5. Phlorisovalerophenone synthase (PIVPS) from Humulus lupulus 

CoASγ~人
れ

8

nc 

20 
OH 

間:。OH

H。守Lf
73 

HOひι人

Fig. 78. Enzymes which may constitute CHS superfamily. 
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[6トgingerol(77) from Zingiber otfi，ロ'nale

+ second phenylpropanoid unit 

ーCO2 /+shortct四 nfatty acid unij 
ーCO2 QH 

，グ¥γ〆R，

CoAS， .J'へ ~メ~_)l、
lr lr 可~ ~ R2 
o 0 diketide + second phenylpropanoid unit 

• CO2 

。
psilotinin (78) from 

P日lotumnudum

/ 0 diarylheptanoid 

チ，......_"

、、'
Anigo山知rone(79) from 
Anigozanthos preiSsii 

Fig. 79. Natural products whose biosyntheses may involve 

members of CHS superfamiJy. 
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実験の部

遺伝子操作一般

(1)大JJ島I百
特に言己主~のある場合を除き、プラスミド十i~築にはNovaBlueをmいた。 U. S. E法による変異導入に

liBMH71・18 mutSを、 17プロモーターを利川した発m(pET ベクター)にはBL21(DE3)pLysE及ひe

BL21 (DE3)pLysSをmぃた。

(2) PCR 

本研究では、 PCRはすべてEx-Taq (TaKaRa)をJIJいて行った。また、特に記述のない限り、 Perkin
ElmerttGeneAmp 2400をmいて行った。

(3)アガロ スゲJレ電気泳動

DNAのアガロースゲJレ電気泳動は吋プマリン方式のMupid-2 (ADV ANCE)を使打jし、 agarose ME 

仔MCBioProducts)で作成したゲルをJTJいて 1X T AE (40 mM Tris-acetate， pH 8.0， 1 111M EDTA)、0.5mgl 
1 e出idiumbromideの粂1'1・で行った。

ゲJレからDNへを回収する際はagaroseL (Nippon Gene)でイ乍j止したゲルで電気泳動を行い、剃刀で切

り出したゲJレより、 洲町dPCR Preps Kit (Promega)をmいてDNAを回収 精製した。

(4) PCR~i\'物のサプクローニング
精製したPCぬ宝物は、以下の2通りの方法でプラスミドザf7sllIe(R)にザブクローニングした。

I)T-Vector 

p17Blue{R) T-Vector Kit (Novagen)及ひ'DNALig剖ionKit ver. 2(TaKaRa)をmいた。
4.0μ1 Puri日ι1PCR product 

1.0 l' 1 p17slue T-Vector 

5.0 l' 1 DNA Ligation Kit ver. 2 solution 1 

j l.ncubated at 16 'C for> J h 

j Transformed 20μ1 of Novaslue competent cells with 1 or 2μ I of ligation mixture 
2) Blunt Vector 

Perfectly Blunt Cloning Kitをmいた。 5.0IJ 1のpurifiedPCR productを月|い、キッ トのマニュアJレに右主っ
て行った。

。)プラスミドのtllI/J1と筒製
大腸菌からのプラスミドのJ1l1/.Hと綿製には、以下の4磁のキ ットをJlJいた。

1).スモーJレスケーJレ

RPM Kit (Funakoshi) 

F1exiPrep Kit (Pharmacia) 
GFX Kit (Pharmacia) 
2)ミドJレλケーJレ~ラージスケーJレ

Wiz町dMidipreps Kit (Promega) 

なお、シークエンシングにmいるプラスミドの調製はすべてMidiprepsKitを用いて行った。

(6)DNAシークエンシング

DNAシ}クエンシングは以下の2.f竜のシステムで行った。また、ンークエンシングにJTjいたプラス
ミドは、すべてベフヂーp'rつBllIe(R)のEcoRVサイトにインサー トを組み込んだものである。

りpAKll，4， 5，7，8，9.10，12， 15， 17.18，23.25 (F)， 26， 27 (F)， 28 (F)， 29 
反応:Sequenase ver. 2.0 T7 DNA polymerase (Amersham)及びDideoxyterminater-IabelKit (YlIki Gousei 
Kogyo) 

ンークエンサー DNAS旺JlIcnccrSQ-3000 (Hitachi) 

2) pAKIA・01.A-03， A-04， A-05， A-06， A-07， A-08， B-OI， B-02， B-03. B-04. B-05， B-06， C-OJ， C-02， C-04， 
C-05， C-07， C-08， D-OI， D-04， D-05， D侃 ，25 (R)， 27 (R)， 28 (R)， 241，248， 249， 251， 253， 255， 363， 366， 370， 
371，372，373 

反応:羽田rmoSeqllenase Cyclc S何回nCLngKit (Aloka) 

Yークエンサー DNA Sequencer Model 4000 (L1-COR) 

タンパク質実験一般

(1)タンパク質定量 (protcinassay) 

すべてBio-RadProtein Assay (BJO-RAD)を/fJいたBradford法で行った。

(2)SDSーポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)
すべてミニプロティアン-11(BIO-RAD)を用いて行った。
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ポリケタイド合成酵素活性の測定

(J)TLCを用いた“α長11をJ1lいた77セイ法
1) Assay TLC1 

0.1 M Tris-HCI pH 7.0， 1 mM EDTA 
0.05 mMp-Coumaroy1-CoA 
0.02 O1M 12-

14
C)Ma10ny1ーCoA in 50 111 

10.1μ1 0.5 M Tris-IICI pH 7.0 + 5 rnM EDTA 
x l' 1 EnzY01e 
5.0 l' 1 0.5 n010l 1μ1 p-Coumaroyl-CoA 
5.6 l' 1 0.18 n010ll /<1， 0.010 l' Ci 1μ 1 [2_'・C1MalonyトCoA
Up 10 50 11 1 dH，O 
I Covered the lul見 wilhaluminum foil 
I Incubaled al30 't for 1-2 h 
I Added 51' 1 of50 % AcOH 
1 Extracled wilh E10Ac 

I (Evaporaled;1I vaCllO and dissolved in E10Ac) 
↓Separaled by T工C

Nom131 phase: WF (Art. 16484， Merck)， benzene-acelOne-acelic acid (70・30:1) 
Roverse phase: RP-18 (Arl. 15389， Mcrck)， rnelhanol-waler-acclic acid (70: 30: 1) 
I AUloradiography wilh F叩 Imagil1gPlale BAS-Il1$(Fl1ji PhOIO Fill1I) wilh a slandard sa01ple for calculalion 
汀LCplale wilh 10.1 p0101 of [2-'崎C)01alonyl-CoA

I Analyzed by Bio I01aging AIl.lyzcr BAS-15∞(l'uji PhOlO Film) and MacBAS (Fuji Ph010 Film) 

2)As四yTLC2
0.1 M Tris-1-ICI pH 7.0， 1 nホ1EDTA
0.15 mM p-Cou口、aroyl-CoA
0.11 mM [2-"C1Malonyl-CoA in 50μ1 

10.1μ1 0，5 M Tris-HCI pH 7.0 + 5 mM EDTA 
Xμ1 EnzY01e 
2.6μ 1 2.9 nmollμ 1 p-Coumaroyl-CoA 
4.5μJ 1.0 nmoll /1 1 Ma1onyl-CoA 
5.6μ1 0.18 nl11olll' 1， 0.010μ Cilμ1 [2-"C]Malonyl-CoA 
Up 10100μ1 dl-l.，O 
I Covered the lube ;'ilh a1uminum foil 
1 Incubaled al 30 't for 1 h 
1 Addω5 l' 1 of 50 % AcOI-l 
↓Extracled with E10Ac 
↓(Evapornled ;11 vacuo and dissolved in E10Ac) 
ITLC叩 daUloradiography 

3) Assay TLC3 
0.1 M Tris-I-ICI pH 7.5， 1 mM EDTA 
0.15 rnM p-Cou01aroyl-CoA 
0.12 mM [2-"C1Malonyl-CoA il1 50μ1 

5.1μ 1 J M Tris-I-ICI pH 7.5 + 5 mM EDTA 
Xμ1 EnzY01e 
3.0μ 1 2.50mollμ1 p-Coumaroyl-CoA 
1.0 p 1 5.0 omol 1μ1 Malonyl-CoA 
5..6μ 1 0.18 nl1lollμI，O.QIO IICiIμ1 [2-14C]Malonyl-CoA 
UplO 50μ 1 d1-l，0 

I Covered the lub己WitllaJuminum foil 
↓Incubaled al 30 't for 2 h 
I Added 10μ10flNHCI 
1 Exlracted ;Vi~l EtOAc 
1 (Evaporaled ;11 vacuo and dissolved in E10Ac) 
I TLC'and aUloradiography 
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(2) HPLCを用いた非線旅占H1によるア ッセイ法
Assay HPLCI 

0.1 M Tris.IICl pH 7.5， I mM EDTA 

0.185 mM fI-Coumaroyl-CoA 

0.30 mM Malonyl-CoA io 50 Il I 

5.1μ11M  Tris-HCI pH 7.5 + 5 mM EDTA 
xμI Enzyme 

3.7 " 1 2.5 n01ol1μIp司Coumaroyl-CoA

3.0μ 1 5.0001011 l' 1 Malonyl-CoA 
Up to 50μI dH，D 
↓Covered the tube wi出 aIlIll1inUI11foil 

↓Incubated at 30 "c for 1 h 

j Added 5μ1 of50 % AcOH 
j Extractcd wi山 E10Ac

↓Evapomted;1I vaCIlO and dissolvcd in MeOH 
j Analyz凶 byHPLC 

Colunm: ODS・80Ts4.6 mm 1. D. X 150 mm (Tosoh) 

Solvent : Linear g阻 dientof A (dH，O， 1 % AcOH) and B (MeOH， 1 % AcOH) 
O-IO"in :45 %B 
10-22min: 45 -49 % B 

円owrate: 0.6 O1l/min 

Temperature : 40 "c 
Detection : UV254 nm 

Assay TLC2の 1'. r&:~却をと HPLCでも分析し、 liHtii'i tl から求められる "Cの取り込みとピーク同郡の
|関係がわかっているので、ピーク而干~iから生成量:を計算することができる。



第l主主の実験

sj)2l!ii PCRによるcDNAクローニング

1 PCRプラ イ7 ーのデザイン

総量人りブライマ一、 CHS-112S、CHS-174S、CHS-368A及びCHS-380Aは、以下の泣伝子のアミノ
彼配列をもとに7'4fインされた。

Su1bene synthase (rom Arachis hypogaea [22J 
SWISS-PROT 

CHS1_LYCES， CHSI_MA!ZE， CHS I_MEDSA， CHS I_PEA， CHS I_SINAL， CHS I_SOYBN， CHS2_LYCES， 

CHS2_MA1ZE， CHS2_MEDSA， CHS2_PEA， Cl-IS2_SQYBN， CHS3_PEA. CHS3_SINAL， CHS3_SQYBN 

CHS4_MEDSA， CHS6_SOYBN守 CHS7_SOYBN，CHS8_MEDS八， CHS9_MEDSA， CHSA_PETHY， 
CASB_PETHY， CHSD_PETHY， CHSF_PETHY. CHSG_PETHY. CHSJ_PETHY， CI-lSY _ANTMA， 

CHSY_ARAT1'1. CHSY _HORvU. CHSY _MALDO. CHSY _MA TlN. CI-lSY_PETCR， CIISY _PINSY， 
CHS Y _PUELO. DPSS_PINSY. THS I_ARAHY， THS2_ARAHY. TI-1S_ V1TSX(;THS 1_ VITVI) 
PIR 

S 16206， S53313， S53314 

2 PCRによるcore部分のクローニング

(1)アマチャ業の収後

1996年4月24日、検見川薬j日植物閣にてアマチャ業約20枚を探.lIlし 、水を含ませたティッシユベー

パ に挟んで研究室に持ち帰った。申立時 111]後、よ く抗ったデュワー瓶中で液体重~;~により凍結させ
た。 -80"(;で保存した。

(2) 77チャ葉からのRNA州出
l 凍結保存してあった葉約 4.6gをすばやく秤Jました。約 4.6g(行白hweighl)であった。

2.乳鉢中、液体笠素に浸した状態で、乳様でよくすり潰した。

3あらかじめ氷上で冷やしておいた別の乳鉢に移した。

4.6，叫のPheno1/Ch10rofoml、6m1の1M Tris-HC1 pH 9.0、1mlの 10% SDSを加え、乳絡で良く混ぜ

た。注)常法では 10%5D5の添加I{置は 0.5mlであるが、不注意で倍長加えてしまった。

5. 18本のエ yベンドルフチュープに Imlずつ分注した。

6遠心 (15，∞0巾m，5min， 0"(;) して上I舟を新しいエ ァベンドJレフチュープにとった。

7.0.5 0111 lubeのPheno1/Ch1orofomlを加え、チュープ立てに刺してl分!日]良〈振った。

8遠心 (15，∞orpm. 5 nun. 0 "(;)して上消を新しいエッベンドルフチュープ9.-fにと った。

9遠心 (15，000巾01，10 l1Un. 0 "(;)し、上清を 240l' 1ずつ新しいエツベンドルフチュープ31木にと っ
マ.
~。

10.24μ 11 tubeの 3M Sodium acelaleと 796μI/lubeの eLhanolを初氏、良く 1見せ'たf去、 -80"(;でl時間

静置した。

11.;童心 (15，000中m.> 15 min， 0"(;) し、上清を指てた。

12.沈殿を IOlal1011の dH，Oに溶か し、 0.5011ずつジドのエツベンドjレフチュープに移した。

13遼心 (15，000巾01，0'e)してよ滑を新しいエツベンドルフチュープに移すことに より、 不溶物を

除いた。約311年IUj繰 り返したo

14.0.5 m11 lubeの 4M LiC1を加え、 4"(;で一夜静慢した。

15.逮心 (15，000巾m、10l11in， 0"(;) し、上前をJ舎でた。

16. jt般を 200l' 11 lubeの 70% elhano1で洗った後、i，R，圧下乾燥させた。

17.50μ 1/ lubeのdH，Oに溶か した。

18 ;童心 (15，000巾，;'，5O1in， 0"(;) して上清を新しいエyベンドルフチューブ l本にとった ("Amacha
RNA"，lola1100μ 1) 0 (保存:-20 "(;) 

19.5.0μlを 1mlのdH，Gで希釈して吸光光度言|で測定した。 A"，， ;0.904であったので、 i農肢は 7.2mg

1011、収量は 0.72mgであることが判明 した。

(3)逆転写反応によるcDNAntixlU聞の調製

7.0μ1 7.2mg/l1廿AmachaRNA (C3. 50 l' g) 

3.0μ l心ち0
0.5μ 1 1μglμ1 RACE32 

↓Incubaled 0170 "(; for 3 min 

I SIO凶叩 icefor a whi1e 

I Add吋 4.0μ15 X buffer (BRL) 

2.0μ1 100 mM  DTT (BRL) 

2.0μ 1 2.5 111M each dNTI' (TaKaRa) 
1.0μ 1 200 U 1μ1 Superscripl J1 (BRL) 
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jlncubaled at 37 'c for 2 h 

j Addcd 80μ ITEpH7.5(IOmMTris-HCl.lmMEDTA) 
"Amacha cDNA" (Slored al -20 'C) 

(4)PCRによるcore領域のj骨偏 (PCRAO， PCR A， PCR s， PCR C， PCR 0) 
I)PCR AO 

77.0μ 1 dH，O 
10.0 ，， 1 10 X buffer (TaKaRa) 

8.0μ1 2.5 IT州国ch心ぜTP(TaKaRa) 
3.0μ 1 Amacha cDNA 

1.0 l' 1 1μglμ 1 CHS・1128

1.0 " 1 1 l' g 1 l' 1 CI-IS-380A 
0.5μ1 5UIμ1 Ex-Taq (TaKaRa) 

↓30 cycl田 of(94'C， 1 min ・42"C， 2min→ 72 'C， 3 min) 

↓n 'C， 10 nun 

↓4"C 

2) PCR A. s. C and D 

77.0 l' 1 dH，O 
10.0μ1 10Xbu[fer σaKaRa) 

8.0μ1 2.5 n制回chdNTP (TaKaRa) 
3.0μ1 Amacha cDNA 

1.0 l' 1 1μ且1，， 1 CHS-112S orCHS-174S 

1.0 l' 1 1μglμICHS・380Aor CHS-368A 
194 'C， 2出n

↓Added 0.5μ1 of 5 U 1 l' 1 Ex-Taq (TaKaRa) 
194 'C， 0.5 llUn 

↓30 cycl回 of(94 "C， 0.5 min→ 42 "C， 0.5 min→ 72"C， 1 min) 

In"C， IOmin 

14 "C 

3 RACE法による仲良

PCRはProgramTemp Conlrol Syslem PC-700 (ASTEC)を川いてq'iった。

(I)5'RACE 
1)逆転写及びポ I)A付加

10.0μ1 7.2 111g 1 ml Amacha RNA (C3. 72μg) 

0.5μ 1 1 pgl f，J HmC-146Aor HmS-146A 

Ilncl1bat田jat 70 "C fO( 3 min 

1 SIOωon ice for a whi Ic 

1 Added 4.0μ1 5 X buffer (sRL) 

2.0μ 1 100 mM DTT (sRL) 

2.0 ，， 1 2.5 mM each dNll' (TaKaRa) 

1.0μ1 200 U 1μ1 Superscripl U (BRL) 

↓Incubaled al 37 "C for 2 b 
j Added 30μ1 TE pH 7.5 

50μ1 Phenol/Chloroform 

↓Shook for 30 S 

↓Centrifuged (15，000ゅm，4"C， 5 min) 
40μ1 sup 

1 Added 15μ110 M NH.oAc 

150，， 1 EtOH 

1 Slood al -80 'c for 1 h 
↓Centrifugcd( 15 ，000叩01，4'cー 10min) 
ppt 

↓Washed with 180μ 1 EtOH 

1 Cen凶fl1ged(l5，000叩m，4"C， 10 nun) 
ppt 

↓Dried wiUJ a v吋ac印u山u山m川np"mp

I Added 26.0μIdH，O 

1.0μII0mMdAll' 
3，1μ110 x buffer σOYOBOl 
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1 Dissoll'cd by pipelling 

↓Added 1.0 p 1 Terminal deoxynucleolidyl transferase (TOYOBO) 
j Incubated at 37 "c for 2 h 

“RTpAHmC"， "RTpAHmS" 

2) FirstPCR 

79.0μ1 dH包O
10.0μ 1 10 X buffer (TaKaRa) 

8.0 /' 1 2.5 mM伺 chdNTPσaKaRa) 
1.0μ1 RTpAllmC or RTpAHmS 

1.0 i' 1 1μg 1 p 1 (144 pmoll l' 1) I-l mC・146Aor HmS-146A 
0.5μ1 5 U 1 " 1 Ex-Taq (TaKaRa) 
↓10 cycles of (94 "C， 1 min→ 52 "C， 2 min→ 72 "C. 3 min) 
↓72 "C， 10 min 
↓4"C 
j Added 1.0μ11μg 1 l' 1 RACE32 

j 30 cycl田 of(94 "C， 1 min→ 52 "C， 2 min→ 72 "C， 3 min) 
↓72 "C， 10 mio 

J 4 "c 

3)電気泳動 ゲル切り IIIし・精製

First PCRの産物をElOB沈殿した後、1.2%アガロースゲルで電気泳動し、予f立される大きさである
0.5 kbp付近とその上下の郎分をいずれも0.1-0.2 kbpの幌で切り1.11した。 DNAの精製は「泣{王子操作
一般(2)Jの通り 。

50μ lof"puri日edftrst PCR product" 

4) Second PCR 

74.0" 1 dH，O 
10.0，， 1 10 X buffer (TaKaRa) 

8.0μ1 2.5 mM回chdNTPσaKaRa) 

6.0μ1 purified firsl PCR producl 

1.0μI Il，gl ，， 1 (l44pmollμ1) HmC-139A orHmS-139A 
0.5 ，， 1 5 U 1μ1 Ex-Taq (TaKaRa) 

↓10 cycl目。f(94"C， 1 mio ・52"C， 2 min-' 72 "C， 3 min) 
↓72 "C， 10 min 
j 4 "c 

↓Added 1.0μ 1 1 l' g 1 p 1 RACE32 
↓30 cycles of (94 "C， 1 min→ 52 "C. 2 min→ 72 "C， 3 min) 

↓72 "C， 10 min 
↓4"C 

5)電気泳動グJレ切り出し精製

50μ1 of "puri日ed5'RACE product" 

(2)3'RACE 

1) Fi四tPCR

77.0μ 1 dH，O 

10.0μ1 10 X buffcr (TaKaRa) 

8.0 " 1 2.5 mM each dNl下 (TaKaRa)

3.0 l' 1 Amacha cDNA 

1.0μ1 1μglμ1 (1判 pmollμ 1)HmC-312S or I-ImS-290S 
0.5ρ1 5 U 1μ1 Ex-Taq (TaKaRa) 
j 10 cycl田 of(94 "C， 1 min→ 52 "C， 2 min→ 72 "C， 3 min) 

↓72 "C， 10 min 

14 "c 
1 Addcd 1.0μ1 1 11 g 1μ1 RACEI7 

J 30 cycles of (94 t ~ 1 min→ 52 "C， 2 min→ 72 "C， 3 min) 

↓72 "C， 10凶n
↓4"C 
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2)電気泳動グJレ切り /llし精製
(1) 3)と同様

50μ1 of "pllrified自rslPCR prodllct" 

3) Second PCR 
74.0μ1 dH，O 
10.0ρ1 10 X buffer (TaKaRa) 

8.0 " 1 2.5 rnM each dNTP (TaKaRa) 
6.0μ1 pllrified nrsl PCR producl" 

1.0μ1 1μg 1 l' 1 (144 pmollμ1) HmC-32IS or HmS・321S
0.5μ1 5 U 1μ1 Ex-Taq (TaKaRa) 

1 IO cycl問。f(94 'C. 1 min→ 52 'C. 2 min→ 72'C.3凶 n)
172 'C. 10 min 
14 'c 
↓Added 1.0μ11μg 1 l' 1 RACE32 

↓30 cycl田 of(94 'C. 1 min→ 52 'C. 2 min→ 72 'C. 3 min) 
↓72 'C. 10 min 
↓4'C 

4)電気泳動 ・グJレ切り LI.¥し・精製
50μ 1 of "pllri.fied 3・RACEproduct" 

4 会長O則コのj苦闘

(I)PCR 

反応はProgramTemp Control Systern PC-700 (ASTEC)で行った。
77.0μ 1 dH，O 
10.0μ1 10 X buffer (TaKaRa) 

8.0" 1 2.5 mM回chdNTP (TaKaRa) 
30μ 1 Amacha cDNA 

1.0μ1 1 l' g 1μ1 (104 pmollμ りHmS-N2
or 1μglμ1 (95 prnollμ 1) HmC-N2 

1.0 l' 1 1μglμ 1 (84 pmoll l' 1) HmS-C 
or 1" glρ1 (84 prnollμ 1) HrnC-C 

0.5μ15 U 1μ1 Ex-Taq (TaKaRa) 
130 cycl田 of(94 'C. 0.5 rnin→ 60 'C. 0.5 min→ 72'C、 2min)
↓72 'C. 10 min 
14 'c 

(2) pET-32a(+)への組み込み

通常の方法で行った。



第2章の実験

第lil百大腸I捕による発:!Jl.

l 発現誘導

(1) BL21 (DE3)pLysEのj臣賞転換
通常・の方法で行った。

(2)スモールスケーJレでの発現とタンパク 1'illli出
1 )Expression 

Glycerol stock OfBL21(OE3)plysE or pLysS harboring pET plasmid 
↓Cultured副 37'Covemight in LBIAmp (100μ g!ml) 1 Cm (34 1" g!ml) with shaking 
I Centrifuged (VX 0.04 XO.81 00棚，)ml(looOX且， 3min) 
ppt 
j Resuspended with V ml offresh LBIAmplCI11 
↓Cultured at 37'C with sh副 ngtill OD~ reach ca. 0.6 
j Put on ice and kept for> 5 min ~. 
↓Added 0.1 M lPTG to final叩 nC.I.OmM
j Cultllred at 20'C for ca. 20h 

2)Ex汀act旧 11oftotal protein forSOS-PAGE 
V ml cullure in an Eppendorf tube 
↓Cen回 fuged(12，000 rpm， 4 'C， 1 ntin) 
ppt 

j Added (01).師X150X V)μ 1 d ~~O 
I Added (01).副X50XV)μ 1 4X Cracking buffer 
↓ReSllspended 
j Boiled for 3 min 
Stored副ー20'c 

4X Cracking buffer : 0.24 M Tris.HCI 

12 % (wlv) Sodium lauryl sulfate 
40 ~忘れ，vlv) Glyc氾rol
0.04 % (w/v) BrompheDol Blue 
8 % (vlv) 2-m町captoe出anol

3) Exlraclion of soluble pro回'"

V mJ culture in a Falcon lube 
I Centrifug吋 (5，000叩m，4 'C， 10 min) in RA-410 
ppt 

I Added (OD，醐 X0.05 X V) ml Buffcr A 
↓ Resuspe叩n吋d引eian吋dlf悶a加n悶nsferto an Eppe町叩n吋ldorfl凶II巾b
↓Son叩1刊1悶cロal也.ed(10 s X 4) will山hSoni日e町r2500(日RANSON)
↓Ce曲n出 f向ug凶(15，0∞巾m凧，4'C， 15 min) 
sup 
j Froze wi山 liquidnilrogen 
Stored al -80 'c 

Buffer A : 0.1 M KPB pH 7.0，10 % glycerol， 1 mM DTT 

2 HmC酵素活性の検討
Assayl工Clによりt'rった。

3 HmS画事索活性の検討
Assay 1工CIにより行った。

4 Intact HmSの1両性
(1)チオレドキシンを除去したHmSの活性
1) Crude cxlractの調製

lイ2)ーり及び3)と同様。ただし、 bufferAの代り lこNativeBinding Bufferをmいた。
"ca. 5.5 ml Crude exlfacl" 
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2)77イニティー精製j日レジンの剥製

Chcleting Sepharose Fast FlowをJIJいた。 50mlレジンの場合の調製法を示す。
50 ml Regel1crated resin 

↓Centrifuged (2.000 rpm (; 600 X g)， 5 min) in RA-6 

ppt 

↓Repeat凶 procedureshown below 3 tim田

↓Resuspended il1 100 ml ofdH..O 

1 Centri fuged (2.000叩m，5 mi~) in RA-6 
ppt 

↓Resuspended il1 100 I叫 ofO.3M NiCI 
I Stirred for 30 rnin 
↓Centrifuged (2，000ゅm，3 min) in RA・6

ppt 

↓Repeated procedure sbown below 5 tim田

j Resuspended in 150 ml of dH.，O 

↓Centrifuged (2，000 rpm， 3 min) in RA-6 

ppt 

1 Resuspel1ded in 50 ml of dH.，O 

・R田 in-dH，Osusp叩 sion"

3)レジンの平衡化

5凶 Resin-dH，Osuspension (2.5 ml r倒的 ina 15 ml FaJcon tube 

lc印刷fuged(2，400叩 m(; 800 X g)， 2 min) in RA-410 
ppt 

j Resuspend巴din 7 ml dl-l，O and colJected resin by centrifugalion 

↓Resuspended川 7ml Native Binding Buffer and colJected r聞 nby centrifugation (3 tim田)

4)レジンとの結合

2.5 ml Resin in a 15 m1 Falcon I.ube 

) Resuspended in 5.5 ml crude extract 

) Rocked for 10 min in ice bath 
) Centrifuged (2，400 rprn. 2 rnin) in RA-410 

ppt (save sup as the unbound fraction) 

5)溶出

Resin with bound proteins 

↓Repeated procedure shown below 3 ti m田

↓Resuspended in 4 ml Native Binding Bnffer 

↓Rocked for 2. min in ice bath 

) Centrifuged (2.400叩m，2 min) in RA-4 1 0 

ppt (save sup as the unbound fraction) 

1 Resuspended in 4 ml Native Wa5h Buffer 

) Rocked for 2 min in ice bath 

↓Centrifuged (2，400 rprn. 2 min) in RA-410 

ppt (5ave sup as Fr. 0) 

1 Repeated procedure shown below 9 I.irn田
1 Rcsuspended in 5 ml 50 mM Imidazo1cElution Buffer 

↓Rock吋 for.5min in ice balh 
) Centrifug.匹1(2，400叩m.2. rnio) in RA-41 0 

l ppt (Save sup as Fr.50-l，2，3，4.5，6，7.sand 9) 

Repeated procedure shown below 21im回

↓Resuspend凶 in5 rnl 200 mM Imidazole Elutioll Buffer 

↓Rocked for 5 O1in il1 ice batll 

↓Centrifuged (2，400 rpm， 2. O1in) in RA-410 

1 PPI(save sup as Fr.200-l and2) 
l Resuspended 1115ml 350mM l『311dazoleEltition Buffer 

Rocked for 5 min in ice bath 

I Cen凶fuged(2守400ゅ01，2min) in RA-4IQ 
ppt (save sup as Fr. 350) 
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↓Repealed procedure sho¥Vn belo¥V 2 umes 

↓Resuspended in 5 ml 500 mM Imidazole EllIlion slIffer 
j Rocked for 5 min in ice b則h

1 Cen凶fllg臥1(2.400 rpm， 2min) in RA-410 
ppl (save sup as Fr. 500ー1and 2) 

j Collecled Frs. 350， 500-1 and 500-2 as purified TrxHmS 

6)精製TrxHmSの波紛とパッ 77ー交換

Combined Frs 

j Passed lhrollgh 0.45μm日her

j Concenlraled by CENT官lPREP-30(Amicon) 
< 1πti of concenu.ated TrsHmS 

↓Added 14 ml Of buffer A 

j Concenlraled by CENTRIPREP-30 (Amicoll) 
ca. 0.5 ml ofbuffcr eλch田 IgedTrsHmS 

↓Protein assay 

7)エンテロキナーゼによる消イヒ

エンテロキナーゼはInvitrog印有のEKM3x(1 U 1 l'りをJflいた。
x 1，1 TrsHmS (20μg) 

3.0μ 1 10 X EKMax buffer (Invitrogen) 
2.0μ 1 1 UIμ1 EKMax 

Up t030.0μ1 dH，O 
↓lncubaled al4 "C， J6 "C， 37 "c ovemighl 

8) 7:1セイ

4"Cの反応液10μlをよ日いてAssayT工C1を行った。

N31ive sinding slIffer : 20 mM phos判mlepH 7.8. 500 mM NaCI 

Nalive Wash slIffcr : 20 mM phosphale pH 6.0， 500 mM r、JaCI
50 mM Imidazole Elulion suf[er: 20 mM phosphale pH 6.0. 500 mM トJaCI，50 mM imidazole 
200 mM Imidazole EllIlion slIffcr: 20 mM phosphale pH 6.0， 500 mM NaCI， 200 mM imidazole 

350 mM Imidazole ElutiOll Buffcr: 20 mM phosphale pH 6.0， 500 mM NaCI， 350 mM川川lazole

500 mM Imldazo1e E1ulion slIffcr : 20 mM phosphale pH 6.0， 500 mM NaC1， 500 mM imidazo1e 

(2) Inlacl HmSの発現とその活j1
1)会長ORFの嶋中高
反応はProgramTcmp ConlIol Syslem PC-700 (ASTEC)で行った。

77.0μ 1 dH，O 
10.0μ1 10 X bllffer σaKaRa) 

8.0 l' 1 2.5 mM田chdNTP (TaKaRa) 

3.0ρ1 Amacha cDNA 

1.0μ1 1 l' g 1μ1 (104 pmollμ1) Hm$-N 

1.0 p 1 1μg 1μ1 (84 pmollμ1) Hm$-C 

0.5μ1 5UIμ1 Ex-Taq (TaKaRa) 

↓30 cycles of (94 "C， 0.5 min→ 60 "C. 0.5 min→ 72 "C， 2 min) 
↓72 'C， 10 min 

14 'c 
2) pET-22b(+トの組み込み
通常の方法で行った。

3)発現誘導とタンパク質t111出
1-(2)-1)及び3)と問様。

4)アッセイ

Assay TLCIを行った。

5 生成物のHPLCによる分析

Assay HPLCIにより 行ったo

6 ア7チャ業}1I111:1物の醇索活性

(1)アマ干ヤ禁の収穫

1997年6J']9 日、東京薬科大学薬m植物闘にて77チャ~を採集し、ドライアイスとともに発泡スチ



ロールケ←スに人れ、研究室に持ち帰った。収機から品'，14時間後、 1fti止をiJ!IJり、よく洗ったデユワー
瓶'1" で液体~ぷにより凍結させた。 -80'Cで保存した。

(2) 77 チャ築制1I1IJ/ll物の鋼製
Buffer ( : 0.1 M KPB 1'117.0. 10 % glyccrol. 20 mM 5肌liumascorbnte. 1 mM dithiothreitol 
1. 0.1 M KPB p1l7.0. 10 % glycero1にsodiumascorbale及ひ'dithiothreito1を溶解させーることにより buffer(を
調製し、雪E素ガスを約1分間パプJレすることにより溶存般去を除いた後、氷上に置いた。

2. PD-10をbufferCで平衡化した後、クロマトチャ ンパーに立てておいた。

3. -80 'cで保存しておいた菜、約5.0gをはかり取った。

4菜、ー 10凶の氷冷したbufferC及び0.5gのPo1yc1arATをWnringB1enderに入れた。
5氷冷下、 10秒liI)X 9恒I(インターパIレ30秒)ホモジナ イズした。

6.40 m1 PA tubelこ移し、遠心 (12，100X g， 30 O1i凡 4'C)し、上消(約8n~ ) をとった。
7この上消のうち2.5m1を2で平衡化したPD・10に7プライし、流出液を伶てた。

8.1.1 m1のbu仔'erCを絞せ、日Ul.¥液をエツペンドJレブチューブにとり、判1l1IJ/Jl物(-1とした。

9.8.を2回繰り返し、制Hlll出物C-2、c・3を司hU足した。
10.C-1、C-2、C-3を液体袋素で凍結させ、 -80'cで保存しておいた。

(3)苦手索活性の測定
基本的にはAssayTLC1。
134μ1 C-1 

8.0，" 1 25 O1M EDTA 
20.0μ 1 0.5 nmo11μI p-Coumaroy1-CoA 
22.4μ1 O. 18 n01ol1 Iパ， 0.010μCilμ1[2-"CJMalonyl-CoA 
Up to 200μ1 dll，O 
↓Covered Ihe tube WiUl aJuminum foil 
↓Incubated at 30 'c for 2 h 
↓Added 40μ1 oflN IICI 
↓Exlracled wi山EtOAc
↓Evaporale児1inναC/lO and disso1ved in E10Ac 
↓TLC and aUloradiography 

第2~日 師事l芋による発1fl.

l 発現}羽プラスミドのtm築と発m誘導
(1)会長ORFの噌中日

反応はProg悶mTe01p Control Syslem PC-700 (ASTEC)で行った。

77.0 l' 1 dH，O 
10.0μ1 10 X buffer 打aKaRa)
8.0μ1 2.5 mM each dNTP (TaKaRa) 
3.0μ1 Amacha cDNA 
1.0μ1 1μglμ1 (951'01011μ1) H01S-N3 
1.0 IJ 1 Jμg 1 l' 1 (84 pmo11μ1) HmS-C 
0.51，1 5 U 1μ1 Ex-Taq (TaKaRa) 
j 30 cycles of (94 'C， 0.5 min → 60 'C， 0.5 min→ 72 'C， 2 min) 
j 72 'C， 10 O1in 
↓4

0

C 
(2) pYES2(+)への組み込み

通常の方法で行った。

(3)酵母rNVSC2の形質転換

本文の図に示した。

(付発現誘導とタンパク資制1I:1:l

本文の図に示した。
(5)アッセイ

5μ lの柄ldr素液を!日いてAssayTLC3を行った。

第3節 酵素反応生成物の十時造決定

l 反応灸件の検討

(1)pH及び反応時間
州、反応・時間以外はAssayTLC2. 

(2)基質i量皮
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基'Fli是度以外はAssayHPLCI. 

2 ~孝索、基質の大虫剤製

(1)精製隊棄の需品製
本文及び図に示した。

(2) p-Cou01aroyl-CoAの合成

1) p-Cou01aroyl-N-hydroxysuccinimide (active est町)の合成
I.p-Cou01aric acid 2.46 g (15 O1mol) 

件Hydroxysuc口nimide1.73 g (15 O1mol) 

を50mJナスフラスコにはかり J!)(った。
2. Tctrahydrofuran (THF) 20 mJを加え、スターラーで機排して溶かした。

3. N，N-Dicyclohcxylcarbodii01ide (DCC) 3.51 g (17 mmol)を}JUえた。
4器壁に付いた 1決議を少佐のfHJ--""1'洗い1容とした。
5遮光し、 提伴しながら室鼠でーl見置いた。

6. TLC (Art. 5715. chloroform-mcthanol (10・1)) で反応の進行を確認。
7.沈殿をろ紙でろ過して除き、 THFで沈殿を洗った。
8. i容媒を減!王-n胃去 (40-45"(;)。

9約60mJのEtOAdこ溶かし、ろ過して不~物を除いた。
10.0.85 M NaHCO， aq. 20 ml X 3で洗った(分液ロート)。
11. Na，SO，を入れてーl挽乾燥させた。

12ろ過により Na，SO，を除き、i¥年媒を減圧下f官去。
13. Acelane 10 mlに溶かし、シリカゲJレ10gを入れ、溶媒を減!王下留去することにより生成物をシリ

カグJレに吸;，'tfさせた。

14.4.8 cm 1. D. X 57 cmのカラムに約22011廿のシリカグJレを詰めた(高さ約12cm、i容媒ー chlorofor01)。
15. 13のシリカゲJレを重層。

16. Chlorofomlを流してフラクションをとった。

17. TLC (A此 5715，chloroform-methanol (10 り)で各フラクションを分析し、 acllveesterの7ラクシヨ
ンを集めた。極性の低い不純物との分離が悶縦だったので、この不純物をほとんど含まないフラ

タション ("Frs.12-44") と多少不純物を含むフラクション(，下回 45-57")に分けた。
18.溶媒を減l王下留去した後、デシケーターで陀燥させた。
19.秤量。

Frs. 12-44: ca. 1.07 g(=4.1 mmol， 27 %) 

Frs. 45-57 : ca. 0.30 g (= 1.1 mmol，7 %) 

2)エステJレ交換反応、

典型的な例を示した。

1.1.史mするdl-I，Oとacelonc'にl分間塗素ガスをパプルして裕存敵索を除いておいた。
2. CoASH (Iithium salt) 38.4 Olgσo I，mol) 

NaHCO， 42.0 O1g (500μmol) 

Active esler (Frs. 12-44) 65.3 O1g (250μ 1) 
をはかりJ&った。

3二方フラスコにCoASHを入れる。
4.4mJのdH，Oに溶かした。
5. NaHCO，を1mえた。
6なるべく少量のdH，Oを}JUえて溶かした (2011)。
7セプタ ムをつけて袋禁ガスを約20秒ノぐブJレ。

8 伎を閉めて風見15を取り付け、後を聞けて風船を~*で満たし、風船を押してフラスコ上部の空気を
追い出した。

9. Acli町田terを4mlのaceloncに溶かした。
10このacelone溶液を少しずつ}JUえた。溶液が濁ったらaceloneを}mえて溶かした(剤 3011)。
11再ぴ風船を傘表ガスで満たし、 4"(;で一昼夜撹nした。

12.TLC (7ナセルSF，n-bulanol-acetic acid-dH，G (5 : 2・3)) で反応の進行を確官、した。

13ナスフラスコに移し、水浴 (30"(;)の上で溶媒を減圧留去。約9mlの黄色不透明水溶液になった。

3) p-Coumaroyl・CoAの打j製 (ペーパークロマトグラフイー)

1. Whatrnan 3MM  Chr (40 X 40 cm)の一方の端に約3mlの反応i~ を、 ドライヤーで~íîかしな古ξら塗った。
2完全に乾かした後、 n-bulanol-aceticacid-dl'~O (5 : 2 : 3)で一昼夜展開。
3.乾燥後、 356nmのUVを当てた時、子f色の蛍光を売するp-coumaroyl-CoAのバンドを鉄で切り l取った。

4.50 mlのcolddlも0で浴IHさせた(一昼夜)。
5水溶液を別のフラスコに移し、ペーパー よりさらに50011のcoldd~~Oでj笹山。
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6.4と5の水溶液を合わせ、ろ過して500mlのナス7ラスコに入れた。
7 液体窒素に浸け、告~~J&に凍結させた。
8. 1から7.を2回繰り返した。
9.凍結乾燥。

10秤量。Fluffyなレモン色の結晶。 3本合わせて33.72mg (= 37.57μmol， 75.1 %)。

4 化合物CとBの情造

(1) ' ~トNMR
OSX-400 (JEOL)をj日いてilliJ5Eした。

(2)APCJMS 

以下の袋世 '粂f牛でiJllJiEした。
I)MS 

Sys!em : Jon Trap LC/MS“Sys!em LCQ (Thermo Ques!) 
Mode: APCJ， nega!ive 
2)LC 

Syslem : TSP (ThemlO Ques!) 

Column : Jnerlsil ODS-2 2. L rnm 1. D. X 150 mm (OL Science) 
temperature : ambient 

Solven! : MeOHaq.. 0.5 % AcOH， Iinear gradien! 
F10w ra!e : 0.2 mll nun 
Oradien!: 0 -10 n甘n・45%McOH 

10 -22 n山1: 45 -49 % MeOH 

5 化合物Aの構造
4と同じ。



第3章の実験

第l節総合反応の活性巾心

2 PCRによる変異導入

(1) 1st PCR 
1)反応

84.0μ1 dH.，O 
10.0μ 1 JOX bu仔er(TaKaRa) 

1.0μ1 2.5 mM each dNTP (TaKaRa) 

1.0，，1 1.4，， &1μ1 pAKI59 (HmS) or 1.3μglμ 1 pAKI86 (HmC) 
1.0ρ1 20 pmollμ1 Mutagenesis primer 
1.0μ1 20pmollμ 1 HmS-C or HmC-C 
194 'C. 5 min 

↓Added 0.5 μ l of5U lfl l Ex~raqσaKaRa) 
↓94 'C. 0.5 min 
↓8 cycl田 of(94 'C. 0.5 nun → 60 'C. 0.5 min → 72 "C. 0.5 oun) 
↓72"C，5nun 
↓4"C 
これを2本ずつ行った。

2)精製

l反応液Z本分を合わせ一、エタノーJレ沈殿。

2. Agarose L (1.2 %)による分離、 PCRPreps Kitによる州製

3エタノーJレ沈殿を行い、 i:.t殿に87l' 1 dH，oと10μ110 X bufferを)J[はて溶かし、 "1St PCR producl"と
した。

(2) 2nd PCR 

1)反応

97.0μ 1 dH.，O 
1.0μ1 2.5 mM each dNTP (TaKaRa) 

1.0 l' 1 .1.4μglμ 1 pAKI59 (HmS) or 1.3 l' g 1μ1 pAKI86 (HmC) 

1.0μ1 20 pmoll '" I HmS-N2 or HmC-N2 
↓94 'C. 5 miD 
↓Added 0.5μ 1 of 5 U 11" 1 Ex-Taq (TaKaRa) 
↓94 'C， 0.5 min 

j 8 cycles of (94 "C， 0.5 min→ 60 "C， 0.5 oun→ 72 "C， Imiロ)
↓72"C， 5oun 
↓4"C 

2)精製

lエタノーJレi:.t殿により濃縮。

2. Agarose L (1.2 %)による分離、 PCRPreps Kitによる狩罫2
3エタノーJレ沈殿を行い、 it搬を50μ 円'EpH7.5に溶かし、 "2ndPCR product"とした。

(3) pT7Blue(R)へのサブクロ」ニング

Perfeclly Blunl Cloning Kitをmいた。 5.0μlの2ndPCR productを別い、キァトのマニュアルにも立って
行った。
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(5)変異タンパクfl発現プラスミドの構築

通常の方法で行った。

(6) BL21 (DE3)pLysSの形質転換

通1~.の方法で行った。

(7)変異タンパク貿の発現

第2章第 I~ÎÍ 1 (2)と問機。ただし、 !PTG添加後の府養温度は15"c。
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3 d手索活性の検討
Assay11...C3により行った。

第2s百 キメラタンパク質の活性

l キメラタンパヲ'l1のf乍j蕊

(1)制限酵素サイトの導入

U. S. E. MUlagcn出 isKil (Phannacia)によ って行った。プライマー濃度以外はほぼ7 ニュアル巡り。

1) 5・Phosphorylation

2.0μ 1 100 pmollμ1 MUI-HmCI74L or Mlll-HmC286L 
3.0μ 1 10 X One-Phor-AII BlIffer PLUS 
3.0μ 1 10 n世1ATP 

0.9μ1 11 UIμ1 T4 Polynllclio(ide kin̂se (TOYOBO) 

21.1 l' 1 dH.p 
↓InclIb̂led .1 37 "c for 30 Olin 
↓lncllbate<1 al 65 'c for 10 min 
↓Chi lIed 1.0 4 'c 
↓Transfe口血lton 1.5耐 Eppendorf(lIbe 
↓Added 370μIdH，O 

↓Slored .1 -20 "c 

"0.5 pmoll 1" 1 MlI(-H01CI74L+P or Mllt-H01C-286L+P'・

2) Annealin呂田dsynlhesis of O1lll加 IDNASl.r.nd 

2.5μ1 10 f01ol1μ1 pAKI59 or pAKI86 
xμ1 Selec(ion primer 

2.5μ1 0.5 pmoll l' 1 Sel-pETp 

or 2.5 1" 1 0.05 pmoll 1，1 Sel-pETp 
xμ1 M utagenesis primer 

1.25μ1 100 pmollμ1 Mut-HmSl78p 

or2.5μ1 5 pmoll 1" 1 Mlll-HmS290p 
or 2.5μ10.5 pmollμ1 Mlll-H01CI74L+P 

or2.5μ10.5 p01ol1μ1 Mlll-HmC286L+P 

3.0μ1 10 X One-Phor-AII Buff町PLUS
Up 10 20.0μ 1 dH，O 

llncub.led in. boiling water balh (95 -100 "C) for 5 min 

I PI.ced in an ice-waler b.th and incllbaled for 5 O1in 

j F1ash cenlrifuĝtion 

j 5100d .1 room lempe凶 urefor 30 min 

↓Added 7.0μ1 of NllcleoLide Mix 
j Added 3.0μ 1 of Reaclion Mix 

11ncubaled凱37"Cforlh

↓InCllbaled .1 85 "c for 30 l11in 
I F1nsh cenlri向gallon
↓Placed on ice 
"Mulagenesis react.ion mix" 

3) Isl reSlriction enzyme selection 

30 l' 1 Mlltagenesis reaction mix 

1 Added 11.4 J' 1 ofdlも0
↓Added 7.0μ 1 of 10 X One-Phor-AII slIffer PLUS 

j Added 1.6μ 1 of6.0 U 1μ1 Sph[ (TaKaRa) 

↓IncubalιI a( 37 "c for 2 h 

"RE rcaclioo mix" 

4) Transformalion of sMB7ト18/1lUfSby eleclrOpOralion 

jDilll凶 lμ1RE reaclion mix witll 5μ10fdH，G ;刊awed40μ 1 sMH71-18川 ceJlson ice 

Added Iμ1 dilllled RE reaclion mix and mixed by gentle pipening 

j Placed 00 ice for 1 O1in 
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1 Tmnsfe町民I10 an ice-cold BTX eleclroporation ClIVClle 
↓Eleclroporaled (2.45 kV， 1.290h01) 

1 Added 0.96 011 ofLB pH 7.5 immediale1y 

j Mixed and transferrcd 10 a 15011 FaJcon iube 
j lncubaled al 37 "c for 1 h (shake) 

↓Ad“d凶 401削J0“fLB pH 7.01 Al町1
↓ 111阻山山c口印U凶Ji均ba副le“da副13幻7'Co仰ve町rn，喰ω畠以納hl(5hake) 

5) P1asmid extraclion 

↓ E 剖m悶c 削 pμl 邸附抑1111刈l凶dfl加rom4.2 011 cu1t 旧 by RPM Kil (FIl 叫 oshi) 

I Checked lhe exiSlel1ce of mutal11 p1asmid by ne5trictioll enzyme dige51ioll of 5 pl p1asmid 501山 on

Mul-l1mS 178p and MlIl-HmCI74L+P . Xbal + NI'JlI， exiSlencc of 6.0 and I.l kbp bands 

Mlll-HmS290p and MUl-HmC286L+P : Xbal + Stll1， exislence of 5.7 "nd 1.4 kbp bands 

↓CaJcu1aled lhe concentralioll of lhc plasmid solution什omlhe inlel1sily of bands in lhe agarose gel under UV 
1ighl 

6) 2nd reslriction enzyme se1eclion 

x p1 P1asmid solution 

MUl-HmS 178p : 10.0 l' 1 (= 100 ng) 
or MUl-HmS290p: 10.0μ1 (= 100 ng) 

orMUI-H01CI74L+P: 15.0μ 1 (= 125 ng) 

or MlIt-HmC286L+P : 9.3 ，， 1 (= 125 ng) 
10.0 p1 10 X One-l'hor-Al1 Buffer PLUS 
3.3μ 1 6.0 U Iμ1 Sph1 

Up 10 30.0μ 1 dH，O 

j 1ncubaled at 37 't for 2 h 

j Added 1.6μ1 of6.0 U '" 1 Sphl 
↓lncubated al 37 "c for 2 h 

"2nd RE reaction mix" 

7) Tr3DsfomlalIon of NovaBllle. plasmid extraclion and rcstriction enzyme check 
通常の方法で行った。

Transfomlation : 20μ 1 of NovaBlue compelent cells (Novagen) wilh 1 l' 1 of 2nd RE reaclion mix 
P1as01id e叫raClion: RPM Kit or FlexiPrep Kit 

Reslricliion enzyme check: MUl-HmS 178p and Mut-HIllCI74L+P: Xbal + Nru1， 6.0加 d1.1 kbp band5 

MUl-HmS290p and Mut-HmC286L+P :Xbal + SIIII， 5.7四 d1.4 kbp bands 

(2)キメラタンパク質発現プラスミドの構築

通常の方法で行った。

(3) BL21 (DE3)pLysSの)~質転換
通常の方法で行った。

(4)変異タンハ7質の発現

第2章第1M 1 (2)と同級。ただし、 IPTG添加後の培養i&..JJl:は15"c。

2 キメラタンパク質の活性
AssayTLC3により砂議活性を検討した。

第3節活性中心、の直後のアミノ椴
すべて第l節と同様。



第4章の実験

l 締合反応のfJlJ生成物

ピーナツSTSの反応

Assay田 'LC1に従って行った。

2 ピーナツSTSのCHsii1j性

(1) GCMS 

1)生成物のメチル化

適量のMeOHに溶かし、 tnme出y1sily1di目。melh即時を充分JJ目え、遮光して室温で30分間以上放置した。

~素気流下でi~縦してGCMSに供した。
2)測定条1'1
GC : Hcwlcl Pnckard 5890 

MS: JEOLJMS-SX102A 

Co1umn: J&W Ds5 (30 mm X 0.25 mm， Film thick.ness 0，25 mm) 

Carrier gas 

InitiaJ Lime 

Iniu副 lernperature

RaIC: 

Final lemperalure 

InitiaJ time 

Accel ON time 

(2) STSの精製

1) Slandard出 say

He 

o min 
z∞℃ 

10'C 100in 

250 'C 

30 min 

3 min 

各スデツプにおける STS活性I;J:J;J，下の方法に準じて行った。

エアベンドルフチューブにenzymesolulion 80μl、1mM p-cournaroyトCoA10ρ I(日間1conc， O.lmM) 

、0，1mM ["C] malonyl-CoA 10/，1 ( 0.37 KBq ， nnal conc， 0，01 mM )を混合し、 voltexした後チュープ鐙に

ついた試薬を軽<;童心して落とし、 37'Cで 1501inインキュベートした。 50μlの 50% AcOHを加え

て反応を停止後、 2∞μlの AcOEIで抽出し、遠心分離 (15，000rp01 X 1 l11in)した。」ニ消 (AcOEI層)

の150μlをTLCプレー トに41喜品 (r，田veralrol)とJたにスポットし、 benzene: aCelone : AcOH = 60 : 40 : 1 

で展開 した。傑品のスポ yトを UV(254 Iml)で篠認後かきとりシンチレータ- (ACS-II、Amersham

)に懸濁してシンチレーションカウンターでカウン トした。

2)培養

STS発現プラスミド pET-3d-STSを保持するE，cnliをglycerol510ckから白金耳で LB椛地 (Amp.100 

ρ且Iml、Cm，25μg/n廿)5 n叫縦幽し、 37'Cで l晩J震とう培養した(以後pre-cuhureとH千ぷ) 0 LB培

地 100m1 (Amp， 100μg/m1、C01，25μg/l11l)3本にpre-cultureをそれぞれ1mlずつ入れ、 37'Cで 2

h振とう培養した。 日'TG(isopropyl-s -lhioga1acl opyranoside 、 平日 正i純~)を段終決皮が 0.4 mMになる

ように加え、37'Cで 2h jJiとう培養した。

3)収穫

300 m1のc1111ureをZ本に分け、遠心(6，000巾mX 15min)によってI音地を除去しI車体を集めた。さ

らに dist.waler に懸濁して遠心により菌体を洗浄した後、 i~休 を buffer A (10 mM KI九PO，・ 2mM 

DTT， pH 7，5 ) 20 mlに懸濁した。

4)ホモヅナ イズ

上記の懸1胃液をソニケーヂーでホモジナイズした (10s x 15回)。この際、 j則立が上昇しないよ

うに氷"1.1でI菌液を冷ゃしながら操作を行った。遠心 (12，000rpm X 20 min )により蘭鍵や破砕きれな

かった磁1本をii殺させ、上消を crudeeXIとした。
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これ以降は 4"Cで作業を行った。

5)硫安分画

crude eXLの全苛は 19m1であった。うち、 IrnJをlotalassay及びSDS-PAGEfI)にサンプリングし、

残りの 18mlに40% sal.となるように 5.85gの (NH，)，SO，を粉末のまま加え、30min撹持した。遠心

(12，000叩01X 20 Olill)して上消をとり、さらに80%s剖となるように 5.85gを加え逮心してJ二ifIiを
除いた。沈殿を buffcrA 5 mJに裕j杯し、 bufferA に対して透析した。透析後の~lù:は 8.6 mIであり、

そのうち ImIをサンプリングし、残りの7.6011を DEAEイオン交換カラムクロマトグラブイーにか

けた。

6) DEAE TOYOPERALによる陰イオン交換カラムクロマトグラフイー

透析の終わった蛋i'li容ili:7五1111をbufferAであらかじめ平衡化したカラム (2，5 ~ cm X 4.0 cm)に

吸着させた後、 100mlの buffer^で洗い、 NaCII1農皮 0-0.5 M のIinergradienlでB花lを溶wさせ

(buffer A及ぴbufferB: ，10 mM KJ-I'pO， 2 mM DTT， 0.5 M NaCI ，pH 7.5をmいた)、グラジエントのrm
紛から 7.2011ずつグラジエントが終わるまで集めた。さらに150mlの bufferC (10 O1M Na-Pi， 2 mM 

DTT， 1 M NaCI ， pJ-l 7.5 )で洗った。裕lI'ollll線を fig.80に示した。このうち 7-14木めを集めて硫安を

90 % sat になるように加え、 30分説作した後、逮心により沈澱を集めた。沈澱をbufferA 5 011に滞

解した後、 buffer̂ に対して透析し、次のステッブに進んだ。
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Fig_ 80. DEAE ion exchange choromatography on DEAE TOYOPERAL. 
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7) Hydroxyapatilcによるカラムクロ7 トグ7ィー

透析の終了したフラクション (9.5ml.うち 1mlをサンプリングしたので残り 8.5ml)をbufferAで

あらかじめ平衡化したカラム (2.5o cm X 6.0 cm )にl汲滑させ、 100mlの bufferAで洗い、 K-Pii食l亙
10・300mMの linergradicntで溶出させ (bufferA及ぴbufferC・300mM KH，PO. . 2 mM Dn-. pH 7.5 ) 

、グラジエン ト開始から7.2mlずつ終了まで集めた。さらにカラムを 150巾lのbufferCで枕った。湾

出曲線を Fig.81に示した。 10-1 6 本めを~め、 I[R外憾過 (YM-5. 143mm. amicon • N，気流下:2次

圧3.5kglcm')により 6mlまで汲約してこれを精製防宗務1まとした。
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Fig. 81. Hydroxyapatite column chromatography on Biogel HT. 

フズCRSのS1'S泊ー性3 

(1) GCMS 

2と同様に行った。

(2)CHSの精製

1) Standard assay 

各ステップにおけるCHSi活性は以下の方法に邸じて行った。

エツベンドル7チュープにenzymesolution 80 f' 1、1mM p-coumaroyl-CoA 10μ1 ( final conc. 0.1 mM ) 

、0.1mM [14q maJonyl-CoA 10，， 1 (0.37 KBq ， final叩 nc.O.OlmM)を混合し、 vohexした後チュープ盛に

ついた試薬を経く i童心して落とし、 37"Cで 15min.インキユベートした。 50，， 1の 50% AcOHを加

えてJJ:J;t-を停止後、 200μ lの AcOEtで州山し、遠心分離(15，000rpm.X 1 mIl:けした。ムf青 (AcOEt

層)の150μlを1'LCプレートに綴品 (naringenin)と共にスポットし、 benzen: acelone : AcOH = 80 : 20 

iで展開した。標品のスポットを UV( 254 nm )で確認後かきとってシンチレーター(Amarsham 

ACS-lI )に懸濁してシンチレーションカウンク ーでカウントした。

2)培養

CHS発現プラスミド pE1'3d-CHSを保持するE.coliをglycerolslockから白金耳で LB府地(Amp 

100/1 glml、Cm.25μglmJ)5ml被磁し、 37"cで 11見極とう培養した(以後pre-cultureと1呼ぶ) 0 LB 

培地 100ml (Amp. 100μglml、Cm.25μglml)3本lこpre-culturcをそれぞれ1mlずつ入れ、 37"cで

2h振とう精義した。 IP1'G(isopropyl-s -lhiogalaclopyranoside、和光純薬)を最終決I立が 0.4mMになる

ように加え、 37"Cで 4hr振とう培養した。
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3)収縫

300011のculturoをZ木に分け、速心(6，0∞巾01X 150110)によってt音地を除去しl泊体を集めた。さ

らに disl.waterに懸濁して述心により薗体を沈滞した後、箇体を bufferA ( 10 mM KH，PO" 2 mM 

D1T， pH 7.5) 20 mlに懸i笥した。

4)ホモジナイズ

上記の懸濁液をソニケーターでホモジナイズした (LQsXI5回)。この際、温度が上昇しないよ

うに氷中で磁波を冷ゃしながら操作を行った。逮心 (12.000rp01 X 20 mio Jにより菌墜や破砕きれな

かった菌体を沈澱させ、上初を crudeextとした。

これ以降は 4'(;で作業を行った。

5)硫安分画

Crude extの全なは 16m!であった。うち、 Imlをtotalassay及びSDS-PAGEIIIにサン プリングし、

残りの18mlに30% 5atとなるように 3.46gの (NH，J，SO，を粉末のまま加え、 30Olil1 j覚作した。遠心

(12，000中mX 20 min Jして上清をとり、さらに80% sa!.となるように 5.77gを加え遠心してよiffを
除いた。沈殿を bufferA 5 011に溶解し、 bufferAに対して透析した。透析後の金量は 7.6mlであり、

そのうち 1mlをサンプリングし、残りの6.6mlを DEAEイオン交換カラムクロマトグラフィーにか

けた。

6) DEAE TOYOPERALによる陰イオン交換カラムクロマトグラフィー

透析の終わった蛋白前液 6.6mlを hufferAであらかじめ平衡化したカラム (2.5o co1 X 4.0 cm)に

吸着させた後、 100mlの btlfferAで洗い、 NaCI波皮 0・0.5Mの linergradientで鼓白を溶1.1'，させ

(buffer A及び bulTers: ，10 mM KH，PO， 2 mM D1寸，0.5M NaCI . pH 7.5をmいた)、グラジエン トの開

始から 5.8mlずつグラジエントが終わるまで集めた。さらに150011の bufferC (10 mM Na-Pi， 2 mM 

D1T， 1 M NaCI ， pH 7.5 )で洗った。溶山ull線を Fi邑 82に示した。 このうち 5-12本めを集めて硫安を

90 % sat.になるように加え、 30分担I作した後、途'L、により It澱を集めた。説;澱をbufferA 5 mlに終

解した後、 bufferAに対して透析し、次のステップに進んだ。
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7) Hydroxyapalileによるカラムクロ 7 トグアイー

透析の終 fしたフラクション (8.0ml，うち 1mlをサンプリングしたので妓り 7.0ml)をbufferAで

あらかじめ平衡化したカラム (2.5o cm XιOcm)にl汲J告させ、 100mJの bufferAで洗い、 K-Pi!農皮

10-3∞mMのIinergradienlでni汁Hさせ (bufferA及び bufferC:300 mM  KH，PO" 2 mM D1T， pH 7.5) 

、グラジエント開始から6.0mlずつ終了まで集めた。さらにカラムを 150mlの bu(ferCで洗った。抗

出曲線を Fig.83に示した。 15-25木めを集め、 l拠外減過 (YM-5，世43mm• am.icon、内気流下 2次

圧 3.5kg化m')により 7.2mlまで汲給した。bufferD (25 mM imidazole -HCI ，2 mM D1T • pH 7.4)に
対して透析後、 1mJをサンプ')ングし残りをクロマトフォーカシングにかけた。
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Fig. 83. Hydroxyapatite column chromatography on Biogel HT. 



8)クロマトフォーカシング

方法1;1:77ルマシ7刊のプロトコーJレに従った。

suffer Dであ らかじめ手術化したPsE94を読めたカラム (1.2~cm X 18cm) に試料6.2mlを!Y.AJ1}

させた後、 bufferE ( Polybuffer 74--HCI、2mM Dn、pl-[5.0 ) 225 mlで浴11]させた。浴出IllI線を Fig

84に示した。 13-15本目を集め、 80%sal.硫安溶液にした後、あらかじめbufferF( 10 mM  KH，Pq. 2 

mM DTT • 80% sat. (NH，)，SO‘. pH 7.5)で平衡化したsUlyl-Toyopcarl71ラム(1.2o co1 X 4.4 co1)に吸

着させた。カラムを 20011のbufferFで洗った後‘ 80mlのbuffcrAで資自を締出させ、このiiljj分 80

ml を限外格過により i且縦して~r'J製傍来溶液とした。
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Fig. 84 Chromatoforcusing on PBE 94. 
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第5掌の実験

(1) PKSの配列データ

系統樹作成に使mした配列は以下のilliり。
Label (family and 印刷ion) Spec同 G四lb:mkJocus Accession Comment 
SaxifTagaceae CTAS Hydrangea macrophylω ABOl1468 AB01l468ηlis study 

V訂 tJ1Ullbergii
Composilae NOI CHS Gerbera !Jybrida GHCHS2 Z38097 
Orchidaceae BBS Pha/aenopsis sp PSBSY X79903 
Rutaceae ACS R出 agraveoJ白目 RGACRSYN Z34088 
Solanaceae I Perunia hylJrida PHCHSs XI4592 
Convolvulaceae 1 Ipom田 apurpurea IPUI5946 UI5946 
Convolvulaceae 2 Jpomoea purpurea IPUI5947 U 15947 
Caryophyllaceae Dumlhus caryophyllus DCCHSMR Z67982 
Vitaceae STS Vitis vinifera VVSTSYM X76892 
Cruciferae 3 Mafthiol:i i1Jcana MICHSY X17577 
Cruciferae I CHS Sinapis aJba SASCHS3 XI4314 
Cruciferae 2 CHS Arabidopsis Ihaliana AT干ICHS M20308 
Gr町 tn回 eI ' Hord四 mvu/gare HVCHS2 Y09233 
Gr副nineae4 Oryza :mtiva OSCHALSYN X89859 
Gramineae 2 Hordeum vu}gare X58339 X58339 
印刷incac3 SecaJe cerea1e SCRNACHS X92547 
Gramineae 5 CHS Zca ma)'s ZM、NHPCS X60204 
Gramineae 6 CHS Zca mays ZMC2CS X60205 
Vitaceae Vitis vi由化問 VVCHS X75969 
Umberiferae 1 CHS Petroselinum crispum PHCHAL VOl538 
Compositae I CHS Gerbe自 hybrida GHCHSI Z38096 
Compositae 2 Callistcpbus chinenωs CCCHSMR Z67988 
Leguminosae 9 Gly口'nem8X GMCHSJ X54644 
Leguminosae STS Arachis hypog拙 a 1221 
Leguminosae I PiSUl11 salIvum PEACHSl OJ066 I 
Leguminosae 2 Medicago sar.iwf ALFCHS2A L02902 
Leguminosae 3 Mcdicago s8r;va ALFCHSIA L02901 
Leguminosae 4 Trifolium sublemmeum T下RCHSIA M91193 
Leguminosae 5 Pilaseolus vulgaris PVCHALCSN X06411 
Leguminosae 6 Vigna unguicuJ.剖a VUCI-ISCH X74821 
Leguminosae 7 CI-IS Pucraria lobal. PUECHS 010223 
Leguminosae 8 Glycine max SOYCl-IS7A M9887 I 
Pinaceae CHS Pi.問 ssylvestn-s PSCHS X60754 
Pinaceae I STS Pi tlUS Slfobυs PSSTS2 Z469 15 
Pinaceae 2 STS Pinus sylves的S PSsBS X60753 
Scrophulariaceae CHS Ancirrhinum m司JUS AMCHS X03710 
U m beri ferae 2 D剖ICUScarota OARCHS9 016256 
Solanaceae 4 Petunia hybrida PHCHSD XI4593 
Solanaceae 2 Pcwnia hybrida PHCHSG XI4595 
Solanaceae 3 Perunia hybrida PI-ICHSF XI4594 
Solanaceae 5 Petunia hybrida PI-ICl-ISJ XI4597 
Solanaceae 6 Lycopersicon escu!enwm LET'ιHS2 X55195 
Solanaceae 7 CHS Pelunia hybrida PHCHSA XI4591 
Solanaceae 8 So/anum tuberosum STU47739 U47739 
Saxi什agaceaeCI-IS Hydrangca macrophyl/a AB011467 ABOl1467 This sludy 

V町 IJlUnbeJ苫11

Theaceae Camellia sinelJsis CMAVEGI3A D26593 
Juglandaceae Juglanssp JSPCI-ISI X94995 

(2)アラインメ ントと系統樹の作成

ONA Daln sank of Japan (DDBJ)のインターネッ トサー ビス (hUp:l/www.ddbj.nig.ac.jp/hlmlsfE-
maillcluslalw寸，hlrnl)によって行った。このサービスでは、配列のアラインメントはCLUSTALW [41] 

によ って、系統樹の作成も同 じプログラムによ って近隣結合法[42Jにより行われる。
(3)系統樹の錨薗

(2)で待られたデー タをも とに、 Treeview PPC ver. 1.4 (hlゆIIlaxon叩 ly，zoology.gla.ac.ukJr'ωItreeview.
hunlよりダウ ンロー ド)[43]を刀Tいて行った。
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