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第 1章 序論 
1-1 イチイ科樹木について 
 
 イチイ科は球果植物門マツ網マツ目に分類されている裸子植物の一つの科で

あり、マツ目の分子系統樹における位置づけは Fig.1 のようになる。 
(Cheristenhusz ら 2011)。しかし、イチイ科の定義は未だ意見の分かれるところ
であり、広義にはイヌガヤ科であるウラジロマキ属とイヌガヤ属を含むが、狭

義ではイチイ属とカヤ属のみが分類されている(米倉ら 2009)。 
 本研究においては、イチイ科は狭義の方であるイチイ属とカヤ属のみを意図

する。 
 
イチイ(Taxus cuspidata) 
イチイ科イチイ属の樹木は約 11種類が知られており(Strobelら 1996)、そのう
ち日本に生育している種が Taxus cuspidataである。 
 イチイは、日本全国に分布する常緑針葉樹である。雌雄異株で高さは 20m 程
度にまで成長するが、その成長は遅い。葉は二列に並んでいる(濱野 2005)。4月
ごろに小さな花をつけ 9月~10月の初秋に赤い実をつける。この赤い実は有毒と
されており、その原因は主にタキソイドの一種であるタキシン B であると考え
られている（Wilsonら 2001）。 
 全世界で抗癌剤として幅広い癌の治療に利用されているタキソールを生産す

る唯一の植物種であり、薬用植物として最も注目を集めている樹種の一つであ

ると言える。 
  
キャラボク( Taxus cuspidata var. nana) 
 秋田県から鳥取県までの日本海側に分布する常緑の低木。イチイの変種とさ

れ、高さは 1~2m。そのため園芸種として庭の垣根などにも利用される。枝葉が
密生し葉の大きさもイチイよりも小さく、らせん状に互生する。 
 イチイと同様に 4月ごろに小さな花をつけ 9月~10月の初秋に赤い実をつける
が、この赤い実はやはり有毒である。(濱野 2005) 
 
カヤ(Torreya nucifera) 
イチイ科カヤ属。本州の宮城県以南、四国九州にも分布する常緑高木で、大

きいものは高さ 25m、径 2mほどになる。ただし成長は非常に遅く、この大きさ
になるまでに 500年近くかかる。雌雄異株であり、花期は 4~5月である。 
 主な用途として、材が緻密で光沢があることやその香から、将棋盤や碁盤と

して利用され、最高級のものとして知られている。 
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 また、その種子から取れる油は、てんぷら油として用いられ、含有成分のシ

アドン酸の効果によって中性脂肪とコレステロールを下げる効果があることが

示されている(Endo ら 2007)。 
  

図 1マツ目の分子系統樹 
Fig. 1 Evolution tree of Pinales 
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1-2 タキソールについて 
 
タキソールの発見と実用化 
 タキソールはイチイ属樹木特有のテルペノイドであり、強力な抗がん作用を

有する物質として、世界中で癌治療に利用されている。タキソールの歴史は古

く、1958年からアメリカの国立がんセンターNational Cancer Institute (NCI)によ
って行われた植物由来の天然物の抗がん活性を調べる大規模スクリーニングに

よって発見された。その際、約 1000種の植物の抽出物の抗がん活性が調べられ、
1964 年に Taxus brevifolia(太平洋イチイ)の樹皮からの粗抽出物に細胞毒性があ
ることがわかり、抗癌剤としての使用の可能性が示された。1966 年には細胞毒
性を有する純粋な化合物が単離されタキソールと命名された。1971 年には
Wall,Waniらによって化学構造が決定された(Waniら 1971)。 
 その後、NCI によってタキソールの臨床試験が推進されてきたが、実用化さ
れるまでに約 20年もの時間がかかった。その理由は 2つある。 
 一つ目は、タキソールが様々な溶媒に対して難溶であり、製剤化が非常に困

難であったことである。これは、ポリオキシエチレンヒマシ油と無水エタノー

ルを溶媒とすることで解決された。二つ目は、合成が困難でイチイの木からの

抽出しかタキソールを供給の方法がなく臨床試験を行うのに十分な量を確保す

るのが困難であったことである。これは、未だに問題となっているが、当時の

NCI主導の大量伐採によって原料を確保することで解決した。(小川ら 2007) 
これらの努力によって臨床研究は進み、1992年に米国食品医薬品局 Food and 

Drug Administration(FDA)より卵巣がんへの使用が認可された。1994年には乳が
んへの使用も認可された(Suffness and Wall 1995) 。現在は、その他に非小細胞肺
がん、胃がん、子宮体がんへの使用が認可されている。 
 また、日本においては、1997年に卵巣がん、1999年に非小細胞肺がん、と乳
がん、2001年に胃がん、2005年に子宮体がんに対する使用の認可が下りている。 
現在もその適応範囲や投与方法などで拡大を見せている。 
 
タキソールの作用機構 
 タキソールは微小管を形成するチューブリンに作用する物質である。これま

で、ニチニチソウに含有されるビンクリスチンやビンブラスチン、コルヒカム

に含まれるコルヒチンなどチューブリンに作用し、微小管の重合阻害を起こす

ことで有糸分裂を阻害する物質は知られてきた(Iwasaki 1993, 岩崎ら 1994, 岩崎
ら 2000)。しかし、タキソールはこれまでのチューブリンに作用する抗がん剤と
は異なり、微小管の脱重合阻害による細胞分裂の阻害という非常にユニークな

作用機構を有していることが、1979 年に Schiff,Horwitz らによって解明された
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(Schiffら 1979, Horwitz 1992)。微小管はα-チューブリンとβ-チューブリンのヘ
テロダイマーが結合することで形成されるプロトフィラメントが 13本集まり筒
状の構造を形成している。タキソールは、β-チューブリンの 217-233 アミノ酸
残基部分に結合し、その結合によって、α-チューブリンとβ-チューブリンの縦
の結合強度が強くなるだけでなく、横のプロトフィラメント間の結合も強くな

っていることが Xiaoらによって明らかにされている(Xiaoら 2006)。この、結合
強度が強くなることで微小管が安定化し、脱重合が阻害されアポトーシスが誘

導され細胞死が引き起こされると考えられている。タキソールの構造(Fig.2)の中
で、チューブリンとの結合に関わっている部分は、13位側鎖、C4位のアセチル
基、C2位のベンゾイル基、オキセタン D環、そしてタキサンのコア構造(Fig.2)
の 5つの部位と考えられている(Georgら 1995, Kingstonら 1995, Jimenez-Batbero
ら 2002, Wang ら 2003)。そのため、修飾を受けていないタキサジエンもわずか
ながら抗がん作用を有している。 
 また、タキソール処理培養細胞を用いて染色体の動態研究の結果、経時的に

G2+M 期細胞の増加と G1 期細胞の減少が認められ、タキソールは細胞周期を
G2+M 期でブロックすることが考えられている(Wilson ら 1985, Kumar 1981,  
Parnessら 1981)。 
 癌細胞は通常の細胞に比べて、細胞分裂速度が速いため、顕著に細胞死が誘

導され、抗癌作用を示すこととなっている。 
 
タキソイド系薬剤の市場価値 
 がん関連薬は医薬品市場全体の成長率 7%を上回る 18%で拡大しており、医薬
品市場の中でも最も成長率が高い存在になっている。米国の医療品市場調査会

社の IMS社では、2003年に 300億ドル（3兆 5000億円）だった世界市場が 2012
年には、800億ドル(8兆円)に達すると予想されている(McCoy 2004)。 
 そんな中、現在癌治療の現場で実際に使用されているタキソイド系薬剤は次

の 3種類である。 
①タキソール(パクリタキセル)  
 タキソール(Fig.2)は非常に適用範囲の広い抗癌剤で、卵巣がん、非小細胞肺が
ん、乳がん、胃がんに効果示し、認可されている(Rose 1992,Kubotaら 1997,Yamori
ら 1997)。そのため、それぞれの癌に効果を示す抗癌剤との併用治療に多く使用
されており、特にシスプラチン、カルボプラチンとの併用治療では卵巣がんに

対して 60%以上の高い奏効率を示し、TC(Taxol and Cisplatin)治療として多くの医
療現場で使用されている(Jekunen ら 1994, Goldspiel 1997, Brown2003)。そのため
全世界での販売総額は年間約 12億ドルにも上る。 
 しかし、その副作用は強い。その原因は、タキソールが水に全く溶けないた
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め、溶媒にポリオキシエチレンヒマシ油が用いられており、それが原因でアナ

フィラキシーショックがおこるためである。また、これらの過敏症状を予防す

るために、抗ヒスタミン剤やステロイドの前投与が必要となってしまうことや、

投薬が 3 週間に一回で、その一回に 3 時間もの時間がかかるなど、問題点も少
なくない(渡辺 2004)。 
 
②タキソテール(ドセタキセル)  
 タキソテール(Fig.3)の作用機構は、タキソールと同じ微小管脱重合阻害であ
る。しかし、抗癌スペクトルに微妙に違いがあり、タキソールの適用癌に加え

て胃がん、食道がん、頭頸部がんに効果を示し認可されている(佐々木 2004)。 
 また、タキソールとは溶媒が異なりエタノールを用いるため、アナフィラキ

シーショックをあまり引き起こさない。加えて、タキソールで引き起こされる

手足に出現する神経症状が軽微であると考えられている。また、投薬も 1 時間
で済み、タキソールに比べて少し安価に治療ができるというメリットがあり、

全世界での販売総額は年間約 30億ドルにも上っている。 
 
③アブラキサン 
アブラキサンは、人血清アルブミンにタキソールを結合させ平均 130nm にナ
ノ粒子化した新剤型・新用量のタキソール製剤で、アメリカでは 2005年に認可
され、日本では 2010年に乳がんに対する使用が認可された。2010年までに世界
39カ国で承認・利用されている(Rizviら 2006,Desaiら 2006)。 
 タキソールは水に極めて難溶であるため、本剤では人血清アルブミンにタキ

ソールを結合させることにより、従来のタキソール製剤で使用されている添加

物ポリオキシエチレンヒマシ油及びアルコールを用いることなく、生理食塩液

に懸濁することが可能となった。 
 その結果、ステロイドや抗ヒスタミン剤の前投薬は必須ではなくなり、添加

物に関連する過敏症等の問題点が改善され、点滴時間が 3時間から 30分に短縮
されるなどの利便性が得られるとともに、さらに有効性も確認された。 
現在は乳がんに対してのみ承認されているが、今後の適用の広がりが期待さ

れる。現在は全世界で約 3億ドルの販売額となっている。 
現在は、アブラキサンの他、タキソールをミセル化して包むことで、患部に

薬を届けるドラッグデリバリーシステムの開発が進められている。 
 
 
 
 



7 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
        図 2タキソールの構造式 
                Fig. 2 Structure of Taxol 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図 3タキソテールの構造式 

                  Fig. 3 Structure of Taxotere 
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タキソールの供給方法 
 
タキソールは、現在、以下の 4つの方法で供給がなされている。 
 

i) 太平洋イチイ(Taxus breviforia)の樹皮からの抽出 
タキソールが発見された当時はもちろん、未だ有効な供給方法の一つであ

る(Kikuchi and Yatagai 2003)。イチイ属樹木間で多少の含有量の差はあるもの
の、樹皮において乾燥重量当たり 0.01%~0.04%程度タキソールが含まれてお
り、これは樹齢 100年の樹木の場合、約 0.3gに相当する。部位別の含有量も
調べられており、最も多い部位は樹皮、次いで根となっていて、樹幹部分は

ほとんど含まれていない(Vidensekら 1990, Glowniakら 1996, Sottaniら 2000)。
そのため、タキソールを抽出するためには樹皮をはぐ必要があり、木の再生

は難しく、イチイの成長の遅さも相まって、イチイ樹木保全の面からも持続

可能性の低い手法となってしまっている。 
 

ii) 化学的全合成 
タキソールの有機化学的な全合成の方法は 1994年に Robert A. Holtonらに
よって解明された(Holtonら 1994) 。Holtonらは 1982年より研究を開始して
おり、実に 12年もの歳月をかけて完成させたことになる。しかし、全合成
には 50ステップ以上の工程を要し、コストがかかりすぎるため商業的な生
産性をクリアできていなかった。そのため、現在でも、効率的なタキソール

の有機合成は主要な研究課題の一つとなっている。2006年までに Kyriacos 
C.Nicolaouら(Nicolaouら 1994)、Samuel Danishefskyら(Danishefskyら 1996)、
Paul A. Wenderら(Wenderら 1997a, b)、向山光昭ら(向山ら 1998)、桑嶋功ら(桑
嶋ら 1998, 2000)、高橋孝志ら(高橋ら 2006)といった 7つのグループが異なる
方法で全合成の方法を解明している。しかし、タキソールの複雑な基本骨格

に加え、水酸基等の置換基の多さによる立体性が合成のネックとなり、未だ

に商業的な生産性をクリアできていない。 
以下にダニシェフスキーのタキソール全合成の模式図を示す。(Fig. 4) 
その全工程は 53ステップにもなる。 
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D環の合成 D ring synthesis 

 

 
C環の合成 C ring synthesis 
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A環の合成 A ring synthesis 

 
B環の合成 B ring synthesis 
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尾部(13位側鎖)の付加 Tail(C13 side chain) addition 

 
図 4ダニシェフスキーのタキソール全合成法 
Fig. 4 Total synthesis of Taxol by Danishefsky (Danishefskyら 1996) 
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iii) 前駆物質 Baccatin Ⅲからの半合成 
タキソールに比べ、比較的葉に多量(乾燥重量の 0.1%程度)に含まれている
前駆物質 BaccatinⅢ(Fig. 5)からの半合成は、少し前まではもっとも主要な供
給方法であった。その内容としては、前駆物質の BaccatinⅢの 13位に側鎖を
結合させ、その後の修飾を有機化学的手法で行うもので、BaccatinⅢの複雑
な合成を省けるため全合成比べコストがかからないメリットがある。その反

応は、上記の全合成の過程の最後で尾部の付加反応となる(Ojimaら 1992, 
Holtonら 1995,Patelら 1998)。また、タキソールと違い、BaccatinⅢは針葉か
ら抽出できるため、樹木の再生が可能であり、持続可能性の高い手法である。

しかし、抽出後のバイオマスの廃棄問題や、強い毒性を示す溶媒を含む有機

溶剤の使用という問題が未だ残っている。(小川ら 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5バッカチンⅢの構造式 
Fig. 5 Structure of BaccatinⅢ 
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iv) 細胞培養法 (Plant cell fermentation(PCF)法)  
現在最も主要な供給方法になっている。1990 年代からの研究をもとにし
て、タキソールの販売権を有しているブリストルマイヤー社が 2003 年に開
発、実用化した手法で、Taxus chinensisの細胞をタンクで培養し、抽出、ク
ロマト精製、晶析によりタキソール原薬を得る方法である(Cragg ら 1991, 
Ketchumら 1999, Nguyenら 2001)。PCF法によりイチイの木を傷めることな
く 1年を通して安定的に原料を入手することができ、バイオマス廃棄の問題
もゼロにすることができた。また、化学反応の必要性をゼロにしたことから、

中間生成物 6つを取り除くことに成功し、これによって 10種の有機溶剤と 6
つの乾燥過程を省くことができ、当初 5 年で 32 トンの有害化学薬品の使用
を削減することに成功した。タキソールの PCF法の技術は 2004年の米国グ
リーンケミストリー大統領賞の代替合成反応賞（Alternative Synthetic 
pathways Award）を受賞した。(U.S.Environmental Protection Agency  2004) 
 日本でも 2003 年 7 月にこの方法でのタキソール生産が承認されており、
さらなる生産性や抽出条件に関する特許が数多く出されている (小川ら
2007)。 
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1-3 最近のタキソール生産に関する研究内容 
 
細胞培養法によるタキソール生産の改善研究 
イチイ属樹木の細胞培養法による供給は現在の主なタキソール供給方法であ

り、そのため多くの研究がなされていて、現在でも数多くの特許が出されてい

る。この細胞培養法の問題点は①まだまだ供給量が少ない、②抽出の際に有機

溶媒を大量に消費する、③抽出後の廃細胞が大量に出るといった３つが考えら

れる。これまで、特に①の問題を解決するための研究が数多くなされてきてい

て、メチルジャスモン酸を加えることで毎日 2.71mg/l の生産性があるという報
告もある(Bentebibelら 2005)。また、エリシターとして様々な濃度のメチルジャ
スモン酸やサリチル酸を加えて実験を行った結果、メチルジャスモン酸を

10mg/l とサリチル酸を 100mg/l 加えた場合に、生産性が 16 倍になり、39.5mg/l
となることが報告されている(Khosroushahiら 2006)。 
生産増加の次の手として近年注目されているのが内生菌との共培養である。

これはイチイの細胞培養のリアクターと菌体培養のリアクターをメンブレンで

仕切り、低分子化合物は行き来できるような環境で培養するというものである 
(Liら 2009)。その結果、リアクター全体の濃度として 25mg/lのタキソール濃度
となり、イチイカルスの量が半分で済んでいることを考えると、従来のメチル

ジャスモン酸やサリチル酸の組み合わせよりも高い生産性を示した。 
 
次に②および③の問題点を解決する方法の一つとして注目されているのが二

層培養法である。細胞培養の上にオレイン酸などの有機溶媒層を作りそのまま

培養を続けると、培養中に生産したタキソールがオレイン酸層に溶出し、オレ

イン酸層のみを回収することで、培養細胞は繰り返し使用できるというもので

ある(Xuら 2005)。 
しかし、タキソールは樹皮にもっとも多いことからも推測できるように、細

胞死によって誘導されると考えられており、オレイン酸でもわずかながら細胞

のアポトーシスを誘導するが再利用できるような細胞の状態では生産性は低い

物となっている。 
よって、①、②および③の３つの課題を同時にクリアするのは現時点では機

構上の矛盾を抱えており非常に困難である。 
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タキソールの生合成関連酵素遺伝子のクローニング 
 複雑な化合物を有機合成する場合、その立体制御や活性化の困難さ、意図し

ない部分の反応などクリアすべき課題が多く工程が多くなり、実用的でなくな

ってしまう。その点、生合成においては酵素の立体選択性、位置特異性といっ

た基質特異性が高く、非常に扱いやすい。そのため、非常に構造の複雑な化合

物であるタキソールの生産に生合成酵素を利用するため、生合成経路解明に向

けて多くの研究がなされてきた。また、近年の代謝工学の発達により、複雑な

化合物の生産制御として、RNAi等の技術を用いて、類縁体の合成に関わる酵素
の発現を抑制することで、目的物質の生産を向上させるということも可能とな

ってきているので、目的物質の生合成には直接関わらない類縁体生産酵素遺伝

子情報を取得する研究も行われてきている(Allenら2004,Fujiiら2007,佐藤2011)。 
 これまでの研究からタキソールの生合成に 19の酵素が関わっていると考えら
れている。Fig. 6および Fig. 7に、そのタキソールの生合成経路を示す。 
まず最初に、Taxadiene synthase という酵素によってゲラニルゲラニル二リン
酸の環化がおこり、タキソイドの基本骨格であるタキサジエンに変換する(Fig. 
7)。 
 続いて、この基本骨格を 8 つの P450 による水酸化とエポキシ化、3 つの
acyl/aroyl transferase によるアシル化(アセチル化とベンゾイル化)がおこる。そ
の後、D環の形成と 9位の水酸基の酸化が起こり、ここまで 14の酵素が関わっ
て BaccatinⅢが形成される。その他 13位に結合する側鎖の形成に 5つの酵素が
必要となり、全体として 19の酵素が必要となる。水酸化の順番は、タキソイド
類縁体の頻度から、C5位→C10位→C13位→C9位→C7位→C2→C4C20のエポ
キシ化→C1だと推定されている(Floss and Mocek 1995)。どの段階でアセチル化
が起こるかは未だ解明されていない。 
 これまでに主に R.Croteau、K.Walkerのグループによって、ゲラニルゲラニル
二リン酸合成酵素を含む 11の酵素がクローニングされている(Table 1)。その他、
タキソイドの多様性を生みだすいくつかの P450と acyl/aroyl transferaseが発見さ
れてきたが、未だ生合成経路解明には至っていない。  
 現在、Koksal,Croteauらによって新たな生合成経路酵素の解明と各酵素の三次
元構造の解明が行われている(Koksal,Croteauら 2011)。 
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図 6 タキソール生合成経路 

Fig. 6 Overview of Taxol biosynthetic pathway 
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表 1 これまでクローニングされてきたタキソール生成関連酵素 
Table 1 Cloned genes involved inTaxol biosynthesis pathway in Taxus 

略称 酵素名称 参考文献 

Abbreviation  Enzyme names Reference 

TXS taxadiene synthase Wildung ら 1996 

T5 H taxadiene5 hydroxylase Jennweinら 2004 

TDAT taxadiene 5 -ol O-acetyltransferase Waiker ら 2000c 

T10 H taxan 10 -hydroxylase Schoendorfら 2001 

T H taxadiene 13 -hydroxylase Jennweinら 2001 

DBBT taxan 2 -O-benzoyltransferase Walker ら 2000b 

DBAT 10-deacetylbaccatinⅢ-10-O-acetyltransferase Walker ら 2000a 

PAM phenylalanine aminomutase Walker ら 2004 

BAPT BaccatinⅢ:3-amino,3phenylpropanoyltransferase Walker ら 2002a 

DBTNBT 3'-N-debenzoyl-2-deoxytaxol-N-benzoyltransferase Walker ら 2000b 

 

 

 

 

 

 

 

DMAPP                                  Geranylgeranyl Diphosphate  
GGPPS：イソペンテニルピロリン酸(IPP)とジメチルアリル二リン酸(DMAPP) 

からゲラニルゲラニル二リン酸(GGPP)を合成する。(Hefnerら 1998) 
Synthesis of GGPP from IPP and DMAPP 

 

 

 

 

 

 

Geranylgeranyl Diphosphate                      Taxa-4(5),11(12)-diene  
TXS：ゲラニルゲラニル二リン酸(GGPP)を環化してタキソイドのコア構造を 

形成するタキサジエンを合成する(Wildung ら 1996)。 
      Synthesis of taxadiene from GGPP 
 

opp

opp

IPP
+

opp

opp H
H
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：タキサジエンの 5位を水酸化する(Jennwein

ら 2004)。 
      Conversion of taxadiene to taxadiene 5α-ol 
TDAD：5位の水酸基のアセチル化を行う(Waikerら 2000c)。 
        Conversion of taxadiene 5α-ol to taxadiene 5α-yl acetate 
 

 

 
：タキサジエンの 10位の水酸化を行う(Schoendorfら 2001)。 

       Hydroxylation at C10 of taxoids 
TαH：タキサジエンの 13位の水酸化を行う(Jennweinら 2001)。 

Hydroxylation at C13 of taxoids 
 

 

 
 

 

DBBT：2位の水酸基のベンゾイル化を行う(Walker and Croteau2000b)。 
       Benzoylation at C2  position  
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DBAT：10位の水酸基のアセチル化を行う(Walker and Croteau2000a)。 
       Acetylation at C10  position 
 

           
 

 
PAM：13位の側鎖となるフェニルアラニンのアミノ基の位置を 2 から 3 に移す 

(Walkerら 2004)。 
Convesion of -Phenylalanine to -Phenylalanine 
 

 

 

 

 

 

 

-Phenylalanoyl CoA       Baccatin III         N- -Debenzoyl- -deoxytaxol 
 

BAPT：BaccatinⅢの 13位の水酸基と側鎖を結合させる半合成の段階を触媒する 
       (Walkerら 2002a) 
   Ligation of -Phenylalanoyl CoA to BaccatinⅢ 
 
 
 

S

OHH2N

CoA O

OAcO

HO
HO

OBz
H

OH

OAc

O

AcO

HO OBz
H

OH

OAc

O

O
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N- -Debenzoyltaxol                                    Taxol 
 
DBTNBT：BaccatinⅢに結合した側鎖の 3 位のアミノ基にベンゾイル基を付加 

する反応を行う(Walkerら 2000b)。 
Benzoylation at C2  of side-chain 
 
 

図 7 タキソール生成酵素の機能 
Fig. 7 Function of enzymes related to Taxol biosynthesis 
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タキソイド関連酵素遺伝子の異種発現 
 生合成経路の解明、関連酵素のクローニングが進み、酵母や大腸菌を用いた

酵素の異種発現によるタキソイドの生産研究が盛んとなってきた。どの研究成

果においても、GGPPS および TXS の発現生産についてはすでに成功している
(Huangら 2001)。しかし、いくつかの水酸化酵素を共発現させた場合、タンパク
自体の発現はしているものの水酸化された生産物の量は非常に少なくなってし

まっている。その原因としては、P450 が膜タンパクであり、NADPH を必要と
することから、大腸菌や酵母での発現では活性が低くなってしまっていると考

えられている(Jenneweinら 2006)。 
  
 
 
タキソール生産性内生菌の発見 
植物内生菌は植物組織間や細胞内で生育し、基本的に病兆を示さない微生物

と定義され、その正体は主に担子菌、子嚢菌、放線菌である。植物内生菌は宿

主植物と似た生理活性物質を生産することが知られており、土壌微生物とは異

なる代謝経路を獲得していると考えられている。微生物の生理活性物質のスク

リーニングは古くから行われてきており、近年その多様性に再び注目が集まり、

特にタイ、カンボジア、ラオスなどの東南アジアでは新規有用生理活性物質の

探索と、多様性を生む生合成関連酵素遺伝子の調査、および生産系の確立に向

けて研究が進められている。現在も、ペニシリンやセファロスポリンといった

抗生物質や植物ホルモンであるジベレリン、プラバスタチンという高脂血症用

薬が放線菌や糸状菌の培養によって供給されており、その他の生理活性物質や

薬剤の生産に放線菌や糸状菌といった微生物の利用が期待されている(Tanら
2001, Strobelら2004, 五十嵐2005, Greveら2010)。 
  タキソールもその例外ではなく、タキソールを生産する菌に関しては、1993
年に、太平洋イチイ内生菌 Taxomyces andreanaeがタキソールを生産すると報
告されている。その後も多くの研究がすすめられ、いくつかのタキソール生産

性内生菌が報告されている。しかし、その生産量は非常に少なく、実用化には

至っていない(Stierleら 1993, Strobelら 1993, Stierleら 1995)。 
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1-4 本研究の目的と概略 
 本研究は大きく 3 つの章からなるが、その全てで共通の課題はタキソールの
供給不足解消である。その大きな目的としては、タキソール生産が知られるイ

チイ属樹木の遺伝子情報の整備とタキソール供給新規ソースの探索である。 
まず 2 章では、イチイ属樹木の栽培法および細胞培養法によるタキソイド生
産性増加を目指し、園芸種として日本全国に幅広く分布しているキャラボク

(Taxus cuspidata var.nana)を材料として、タキソール生合成酵素遺伝子の解析を
行った。イチイ属樹木間においても、タキソールや前駆物質 BaccatinⅢの生産量
は異なり、それどころかタキソイド類縁体の種類も異なる。そのため、イチイ

属樹木のタキソール生合成酵素遺伝子の全長をクローニングしておくことは、

これらの違いを生み出す原因を解明する手掛かりとなると考えられる。また、

これらの遺伝子の上流配列を知ることは、これらの遺伝子発現調節因子を知る

ことであり、栽培法や細胞培養法でのよりよい環境づくりの手助けになると考

えられる。 
 次に 3 章では、現状イチイ属樹木のみに依存しているタキソール生産の基盤
を拡大することを目的とし、タキソール生成能を持つ新規植物を探索した。こ

れまでイチイ属樹木以外でタキソイドを生産する樹木は報告されていない。本

研究においては日本特有の樹木で、イチイ属以外では唯一イチイ科に分類され

ているカヤ属のカヤ(Torreya nucifera)に注目して、そのタキソイド生成能を調べ
た。 
 最後に 4章では、イチイ科樹木のイチイ(Taxus cuspidata)とカヤの内生菌をタ
キソール生産の新規ソースとして着目した。元来、植物に内生する糸状菌や放

線菌は天然物の宝庫として、創薬のためのリード化合物探索やその生産に利用

されてきた。タキソールに関しても、1993 年に太平洋イチイ内生菌 Taxomyces 
andreanaeがタキソールを生産すると報告されて以来、いくつかのタキソール生
産性内生菌が報告されている。そこで本実験では、タキソール生産への内生菌

の利用可能性を広げるために、イチイとカヤから内生菌を単離し、新規タキソ

イド生成内生菌を発見することおよびそれらのタキソール生成関連酵素遺伝子

の情報をまとめることを目標として実験を行った。 
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第 2章 イチイ属樹木キャラボクのタキソイド生成酵素遺伝子の 
クローニングおよび転写調節領域解析 

2-1 緒言 
 現在、タキソールの主要な供給方法となっているのは、イチイ属樹木の針葉

から抽出した前駆物質 BaccatinⅢからの半合成とイチイ属樹木の細胞培養法で
ある。この二つの方法に共通しているのは、途中までイチイ属樹木のタキソー

ル生合成経路を利用している点である。これまでに、Croteau,Walker,Jenewin ら
のグループによって、様々なイチイ属樹木において多くのタキソール生合成関

連酵素遺伝子がクローニングされてきており(Wildung and Croteau1996, Hefnerら
1998, Walker ら 2000a, Waiker ら 2000b, Schoendorf ら 2001, Jennwein ら 2001, 
Walkerら 2002a, Walkerら 2004)、その遺伝子情報についてまとめられてきた。 
 しかし、彼らの研究は mRNAから cDNAを合成してクローニングしていくも
のであり、ゲノム DNA情報としての酵素遺伝子の上流配列や転写調節因子に関
する知見はほとんどない。イチイ属樹木のプランテーションおよび細胞培養法

による生産性向上を目指すうえで、発現制御に関わる転写調節領域の情報を取

得することは、適切な培養条件を検討するための大きな手掛かりとなる。そこ

で、この章では園芸種として日本全国に幅広く分布しているキャラボク(Taxus 
cuspidata var.nana)を材料として、タキソール生成関連酵素遺伝子の転写調節領
域についての知見を得ることを目的とした。キャラボクは、タキソールを有し

ていることは調べられているが、その生成関連酵素遺伝子についての知見はほ

とんどないため、まずタキソール生成酵素遺伝子の存在を確認し、それに続い

て、上流配列情報を取得して転写調節領域解析を行った。 
 
2-2 実験 
2-2-1キャラボクのタキソール関連酵素遺伝子の存在確認 
植物材料 
本研究では、試料として東京大学大学院理学系研究科附属小石川植物園より

採取したキャラボクの葉を使用した。 
 
ゲノム DNAの調製 
 キャラボクの葉を液体窒素で凍結し、乳鉢・乳棒を用いて粉末状にした。従

来のカリウム／SDS法(Dellaportaら 1983)とポリサッカライドを効率的に除去す
る特殊な樹脂とを組み合せることによって、植物から高純度なゲノム DNAを迅
速・簡便に抽出することができる Phytopure plant DNA extraction kit(GEヘルスケ
ア社)を用いて、メーカーの標準プロトコールにしたがい、ゲノム抽出を行った。 
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プライマーの設計及び PCR条件 
現在推定されているタキソール生合成経路を Fig. 1に示した。またその生合成
経 路 上 で 既 知 の タ キ ソ イ ド 生 成 関 連 酵 素 の う ち

GGPPS(geranylgeranyldiphosphatesynthase), TXS(taxadienesynthase),  

-hydroxylase), -hydroxylase), PAM(phenylalanine 
aminomutase), BAPT(3-amino-3-phenylpropanoyl-13-O-transeferase), 
DBTNBT(3-N-debenzoyltaxol-N-benzoyltranseferase)の計 7 種類の酵素遺伝子のプ
ライマーを、塩基配列既知の Taxus ×  media、 Taxus brevifolia および Taxus 
chinensisの塩基配列(Hefnerら 1998, Wildung and Croteau1996, Schoendorfら 2001, 
Jennweinら 2001, Walkerら 2004, Walkerら 2002a, Walkerら 2000a, Steeleら 2005)
を基に作成した。DNA polymeraseは ExTaq DNA polymerase(Takara社)を用い、
PCR 反応槽は Gene Amp2700(ABI 社)を使用した。温度サイクルは、94℃-2 分
-(94℃-30秒、各アニール温度にて-30秒、72℃-2分)×30サイクル-72℃-3分を基
本とし、テンプレートとプライマーの組み合わせごとにアニール温度を変化さ

せ、最適条件を探った。最終的に用いたプライマーの塩基配列とアニール温度

を Table 1に示した。 
 

PCR産物の確認と産物の TAクローニングと塩基配列の解析 
PCR 産物はアガロースゲル電気泳動によりサイズの確認を行った。次にその
産物を、pGEM-T Easy Vector SystemⅠ(Promega)を用いて TAクローニングをし
た。コンピテントセルは E.coli を用い、アンピシリン 入

りの LB培地上、37℃で一晩培養した。コロニーをつまようじでつついて、100
の滅菌水に懸濁させ、ボイル法によりプラスミド DNAを抽出した (田村 1997)。
そして、4℃で 12000rpm,8分間遠心分離し、その上澄みをテンプレートとして、
pGEM-T Easy Vector SystemⅠのクローニングサイトの両側に対峙するT7プロモ
ーターおよび SP6プロモーター塩基配列に対応するプライマーを用いた PCRに
よりサイズ確認を行い、陽性クローンの絞り込みを行った。陽性クローンでは、

プリズム 310DNA解析装置（ABI社）を用いて塩基配列の解析を行った。また、
得られた塩基配列情報に対して DDBJ(DNA Data Base of Japan)の BLAST検索を
用いて、既知のものとの相同性を調べた。 
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図１タキソール生合成経路とタキソール生成酵素 
Fig. 1 Biosynthetic pathway of Taxol and related enzymes 
GGPPS(geranylgeranyl diphosphate synthase)   TXS(taxadiene synthase) 
 -hydroxylase)      -hydroxylase) 

PAM  (phenylalanine aminomutase) BAPT(3-amino-3-phenylpropanoyl-13-O-transferase) 
DBTNBT (3-N-debenzoyltaxol -N-benzoyl transferase) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



37 
 

表１ プライマー配列とアニール温度 

Table 1 Primer sequences and annealing temperature 
酵素名 

Enzyme name 

配列 

Primer sequence 

アニール温度 

Annealing temperature 

GGPPS  F agcccacaaatcacaaggtc 
56℃ 

GGPPS  R ccgaattctcgcaatctcat  

TXS    F agcactggcactagcaaggt   
53℃ 

TXS     R attcgataccccatgatcca 

BAPT   F atccgctctgttctgaatac 
53℃ 

BAPT   R ggtcctcaatatctgtatcc  

DBTNBT F1 agtatatgtgatggacgtgg  
53℃ 

DBTNBT R1 gatccatttaagaggtcttg   

DBTNBT F2 gcagatcctgcgactgtaat  
52℃ 

DBTNBT R2 tgcaggcgtataaggtcttc 

T H   F ggtaaaagacctcgtcttctccgtcg 
57℃ 

T H   R tctccttgtccgccagtgaattcc 

T10 H  F ttcatcttgcagcacatgtactccca 
58℃ 

T10 H  R ttgaggtgtttctgatcggagtgtcc 

PAM   F ggcagacaacaacgacgccct 
55℃ 

PAM   R agctacagtcgcttctgcggaatttc 
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2-2-2 キャラボクのタキソール関連酵素遺伝子の上流配列解析 
 タキソイドの生成のキーエンザイムの TXS遺伝子、半合成のキーエンザイム
の BAPT 遺伝子の全長クローニングおよび発現調節に関わる転写調節シス配列
の情報を得るためGenomeWalker Universal kit(Clontech社)を用いて遺伝子解析を
行った。 
 
GenomeWalker Universal kitを用いた上流配列解析 
 キャラボクの DNAを DraⅠ,EcoRⅤ,PvuⅡ,StuⅠの 4種類の平滑末端制限酵素
で 37℃で一晩処理を行った。翌日に、25:24:1のフェノールクロロホルムイソア
ミルアルコールを用いて反応を止め、エタノール沈殿により DNA断片の精製を
行った。その後、T4DNAリガーゼをもちいて Kit付属のアダプター付加を行う
ため、16℃の恒温槽で一晩インキュベートを行った。アダプター配列を Fig. 2
に示す。 
 その後、アダプターが付加された DNA断片群をテンプレートとして、アダプ
ター配列の AP1 と 2-2-1で得られた TXS,BAPT の部分配列より作製した特異的
なプライマーを用いて PCRを行った。PCR条件は Fig. 3に示した。 
 次にこの PCR産物を 30倍に希釈したものをテンプレートとして、AP2と先ほ
ど使用した酵素特異的プライマーの 40bp程度内側に作製した特異的プライマー
2を用いて、2回目の PCRを行った。 
 この PCR産物の結果を電気泳動で確認し、オペロン社のシーケンス解析サー
ビスに委託してその配列を取得した。 
 このプロトコールの概略図を Fig. 4に示した。 
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5 -GTAATACGACTC(ACTATAGGGCACGCGTGGTCGTCG)ACGGCCCGGGCTGGT-3  

                         3 -H₂N-CCCGACCA-PO₄-5  

 
図 2 アダプター配列 アンダーラインは AP1配列 ()内配列が AP2配列 

Fig. 2 Sequences of the adaptor and adaptor primers 
 
AP1の PCRの条件：  94℃       25sec 
Condition of PCR cycle     72℃        3min  ×7cycle 
with AP1 primer          94℃         25sec     

67℃        3min  ×36cycle 
67℃      7min 

4℃        ∞ 
 

AP2の PCRの条件：  94℃       25sec 
Condition of PCR cycle     72℃        3min    ×5cycle 
 with AP2 primer         94℃         25sec     

67℃        3min  ×24cycle 
67℃      7min 

4℃        ∞ 
図 3 Genome Walker kitの PCR条件 

Fig. 3 Condition of PCR cycle for Genome Walker kit 

 
図 4 Genome Walker kit 原理図 

Fig. 4  Genome Walker kit scheme 
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2-3 結果 
2-3-1キャラボクのタキソール関連酵素遺伝子の存在確認 
 今回の研究で、取得できたタキソール生合成関連酵素と思われる部分配列の

シーケンス結果および相同性検索結果を Fig. 5~12に示す。 
Fig. 5にはキャラボクの GGPPSと Taxus×media,Picea abies, Abies grandisの
GGPPS遺伝子とのアライメント図を示した。Fig. 6は Taxus brevifolia, Taxus 
baccataの TXS遺伝子とのアライメント図を示した。Fig. 7, Fig. 8, Fig. 9, Fig. 10. 
Fig. 12においてもそれぞれ既知のイチイ属の BAPT, T10βH, TαH, PAM, 
DBTNBT 遺伝子配列とのアライメント図を示した。Fig. 11に関しては対象とし
たDBTNBTではなく最も相同性の高かった Taxus cuspidataの acetyltrabsferaseと
のアライメント図を示した。 
今回調べた 7種類の酵素の PCR産物すべてで塩基配列を読むことができ、

DBTNBT遺伝子のプライマーで作成した PCR産物を除く 6種類の酵素遺伝子由
来のプライマーで作製した PCR産物では既知の各タキソール生合成関連酵素の
遺伝子と 90%以上の高い相同性を示す結果となり(Fig.5~10)、キャラボクは一連
のタキソイド生成関連酵素群の遺伝子塩基配列を有していることが示唆され

た。 
 
DBTNBT遺伝子のプライマーを用いた産物では、塩基配列を 2種類読むこと
ができ、それらをそれぞれ DBTNBT候補遺伝子 1および 2と示した。Fig.11に
示したように、DBTNBT 候補遺伝子 1については、Taxus×  mediaの DBTNBT
の mRNAの塩基配列とは全く相同性はなく、この 440bpの配列全体で Taxus 
cuspidataの taxadien-5- -ol-O-acetyltransferaseと 86%の相同性を示し、また、Taxus 
cuspidataの taxoid-O-acetyltransferaseと 85%の高い相同性を示した。よって、こ
の部分は、ベンジル基を置換する酵素ではなく、アセチル化に関わる酵素の活

性部分をコードしていると考えられる。 
 また、DBTNBT候補遺伝子 2に関しては、Taxus ×  mediaのDBTNBTのmRNA
の塩基配列と 93%の相同性を示したが、182bp目から 93bpの相同性のない部分
が含まれていた。 
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PiceabiesGGPPS       AGCCTACAAACCACAAGGTCTTTGGTGAAGGCACCGCTGTTCTTGCAGGGGATGCACTGC 

Abiesgrandis         AGCCTACAAACCACAAGGTCTTCGGGGAAGGCACTGCTATTCTTGCAGGGGATGCACTGC 

kyaraGGPPS           AGCCCACAAATCACAAGGTCTTTGGAGAGGACACTGCTGTTCTTGCAGGGGATGCCCTGC 

TaxusmediaGGPPS      AGCCAACAAATCACAAGGTCTTTGGAGAGGACACTGCTGTTCTTGCAGGGGACGCCCTGC 

                     **** ***** *********** ** ** * *** *** ************* ** **** 

PiceabiesGGPPS       TTTCATTTGCATTTGAACACATTGCAGTGTCCACAAGCAAAAGTGTGGGGAGTGATAGGA 

Abiesgrandis         TTTCATTTGCATTTGAACACATTGCAGTATCCACAAGCAAATCTGTGGGGACTGATAGGA 

kyaraGGPPS           TTTCATTTGCATTTGAGCATATTGCTGTGGCTACAAGCAAGACTGTGCCTAGTGATAGGA 

TaxusmediaGGPPS      TTTCATTTGCATTTGAGCATATTGCTGTGGCTACAAGCAAGACTGTGCCTAGTGATAGGA 

                     **************** ** ***** **  * ********   ****   * ******** 

PiceabiesGGPPS       TTTTGAGGGTGGTATCTGAATTGGGTAGAACAATAGGCTCTCAAGGGCTCGTGGGTGGGC 

Abiesgrandis         TTTTGAGGGTGGTATCTGAATTGGGTAGAACAATAGGCTCCCAAGGGCTTGTGGGTGGGC 

kyaraGGPPS           CTTTAAGGGTGATATCTGAATTGGGTAAGACAATAGGCTCTCAAGGGCTTGTAGGGTGAC 

TaxusmediaGGPPS      CTTTAAGGGTGATATCTGAATTGGGTAAGACAATAGGCTCTCAAGGGCTTGTAGGGGGGC 

                      *** ****** ***************  *********** ******** ** **  * * 

PiceabiesGGPPS       AGGTTGCTGATATTACGAGTGAGGGGAATGCTTCTGTTGACCTTGATACTCTGGAATGGA 

Abiesgrandis         AGGTTGCTGATATTACGAGTGAGGGCGATGCTTCTGTTGACCTTGACACTCTGGAATGGA 

kyaraGGPPS           AGGTGGTTGATATTACATCCGAGGGGGATGCTAATGTGGACCTGAAAACCCTGGAATGGA 

TaxusmediaGGPPS      AGGTGGTTGATATTACATCCGAGGGGGATGCTAATGTGGACCTGAAAACCCTGGAATGGA 

                     **** * *********    *****  *****  *** *****  * ** ********** 

PiceabiesGGPPS       TTCACATTCATAAGACTGCAGTGCTCTTGGAGTGCTCAGTTGTGTGTGGGGCGATCATCA 

Abiesgrandis         TTCACATTCATAAGACTGCAGTGCTATTGGAGTGCTCAGTTATGTGTGGGGCGATCATTA 

kyaraGGPPS           TTCATATACACAAGACTGCTGTGCTCTTGGAATGTTCAGTTGTGAGTGGAGGGATCCTTG 

TaxusmediaGGPPS      TTCATATACACAAGACTGCTGTGCTCTTGGAATGTTCAGTTGTGAGTGGAGGGATCCTTG 

                     **** ** ** ******** ***** ***** ** ****** ** **** * **** *   

PiceabiesGGPPS       GTGGTGCTTCAGAGAATGAGATTGAGAGAGTTAAA 

Abiesgrandis         GTGGTGCTTCAGACAATGAGATTGAGAGAATTCAA 

kyaraGGPPS           GTGGTGCTACAGAGGATGAGATTGCGAGAATTCGG 

TaxusmediaGGPPS      GTGGTGCTACAGAGGACGAGATTGCGAGAATTCGG 

                     ******** ****  * ******* ***  * **  

図 5 GGPPS遺伝子のアライメント  下線はプライマー配列 

Fig. 5 Genome sequence alignment of GGPPS partial sequences Under line : primer site 

相同性    Taxus x media geranylgeranyl diphosphate synthase  (898-1232bp)  332/335(98%) 

homology   Picea abies geranylgeranyl diphosphate synthase  (548-876bp)  279/335(81%) 

        Abies grandis geranylgeranyl diphosphate synthase  (640-908bp)  279/335(81%) 
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kyaraTXS             CTCTGGAGACACCATTTCGTGAGGTAGGGAAAAGTAGAAAACAGTTTAAACGGATTTAA 

Taxusbrevifolia      CTCTGGAGACACCGTTTCGTGAGGTAGGGAAAAGTAGAAAACAGTTTAAACGGATTTAA 

Taxusbaccata         CTCTGGAGACACCGTTTCGTGAGGTAGGGAAAAGTAGAAAACAGATTAAACGGATTTAA 

                     ************* ****************************** ************** 

kyaraTXS             TGGGTAGATTTAGTCGTTCATATTTGTAGGCTGACATTTCTGTGAACTGCAGAGTTCTAC 

Taxusbrevifolia      TGGGTAGATTTAGTCGTTCATATTTGTTGGCTGACATTTCTGTGAACTGCAGAGTTCTAC 

Taxusbaccata         TGGGTAGATTTAGTCGTTCATATTTGTTGGCTGACATTTCTGTGAACTGCAGAGTTCTAC 

                     *************************** ******************************** 

kyaraTXS             TTACCAAGAACGGGCAGATGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAGATATGTTCAATGCGCTCGG 

Taxusbrevifolia      TTACCAAGAACGGGCAGATGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAGATATGTTCAATGCGCTCGG 

Taxusbaccata         TTACCAAGAACGGGCAGATGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAGATATGTTCAATGCGCTCGG 

                     ************************************************************ 

kyaraTXS             AGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGGTGGCGAGGGTGGCGACCAT 

Taxusbrevifolia      AGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGGTGGCGAGGGTGGCGACCAT 

Taxusbaccata         AGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGGTGGCGAGGGTGGCGACCGT 

                     ********************************************************** * 

kyaraTXS             TTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCCTCAACTGGGTTTTCAACAA 

Taxusbrevifolia      TTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCCTCAACTGGGTTTTCAACAA 

Taxusbaccata         TTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCCTCAACTGGGTTTTAAACAA 

                     ****************************************************** ***** 

kyaraTXS             CCAGCTCCAGG-TGGATCATGGGGTATCGAAT 

Taxusbrevifolia      CCAGCTCCAGGATGGATCGTGGGGTATCGAAT 

Taxusbaccata         CCAGCTCCAGGATGGATCGTGGGGTATCGAAT 

                     *********** ****** ************* 

 

図 6 TXS遺伝子のアライメント 下線はプライマー部分 

Fig. 6 Genome sequence alignment of TXS partial sequences Under line : primer site 
相同性   Taxus brevifolia taxadiene synthase(327-657bp)     327/331(98%) 
homology   Taxus baccata taxadiene synthase(302-632bp)           324/331(97%)  
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kyaraBAPT               ATCCGCTCTGTTCTGAATACTTAGAGATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCCATG 

TaxusmediaBAPT          ATCCGCTCTGTTCTGAATACTTAGAGATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCCATG 

TaxuscuspidataBAPT      --------------------------ATGAAGAAGACAGGTTCGTTTGCAGAGTTCCATG 

                                                  ******************** ************* 

kyaraBAPT               TGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCC 

TaxusmediaBAPT          TGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCC 

TaxuscuspidataBAPT      TGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCC 

                        ************************************************************ 

kyaraBAPT               CTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTG 

TaxusmediaBAPT          CTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTG 

TaxuscuspidataBAPT      CTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTG 

                        ************************************************************ 

kyaraBAPT               CCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGG 

TaxusmediaBAPT          CCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGG 

TaxuscuspidataBAPT      CCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGG 

                        ************************************************************ 

kyaraBAPT               TGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTG 

TaxusmediaBAPT          TGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTG 

TaxuscuspidataBAPT      TGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTG 

                        ************************************************************ 

kyaraBAPT               AAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTT 

TaxusmediaBAPT          AAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTT 

TaxuscuspidataBAPT      AAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTT 

                        ************************************************************ 

kyaraBAPT               CAGTCTTAACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTAC 

TaxusmediaBAPT          CAGTCTTAACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTAC 

TaxuscuspidataBAPT      CAGTCTTAACAGATCTGGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTAC 

                        **************** ******************************************* 

kyaraBAPT               CACAGGATACAGATATTGAGGACC 

TaxusmediaBAPT          CACAGGATACAGATATTGAGGACC 

TaxuscuspidataBAPT      CACAGGATACAGATATTGAGGACC 

                        ************************ 

図 7 BAPT遺伝子のアライメント  下線はプライマー部分 

Fig. 7 Genome sequence alignment of BAPT partial sequences Under line : primer site 

相同性   Taxus x media phenylpropanoyltransferase (BAPT)(58-501bp)      444/444(100%) 

homology  Taxus cuspidata phenylpropanoyltransferase (BAPT)(1-418bp)      417/418(99%) 
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TaxusmediaT10βH         TTCATCTTGCAGCACATGTACTCCCATTCCTCTTTCCTATTCACTCCCTCCTCTCTCAGA 

TaxuscuspidataT10βH     ------------------------------------------------------------ 

kyaraT10βH              TTCATCTTGCAGCACATGTACTCCCATTCCTCTTTCCTATTCACTCCCTCCTCTCTCAAA  

                                                                               

TaxusmediaT10βH         CCCACCTGCTCCAAATGGATAGCTTCATTTTTCTGAGAAGCATAGGAACAAAATTTGGGC 

TaxuscuspidataT10βH     --------------ATGGATAGCTTCATTTTTCTGAGAAGCATAGGAACAAAATTTGGGC 

kyaraT10βH              CCCACCTGCTCCAAATGGATAGCTTCATTTTTCTGAGAAGCATAGGAACAAAATTTGGGC 

                                      ********************************************** 

TaxusmediaT10βH         AGCTGGAGTCTTCCCCTGCTATTCTTTCCCTTACCCTCGCACCTATTCTCGCCATTATTC 

TaxuscuspidataT10βH     AGCTGGAGTCTTCCCCTGCTATTCTTTCCCTTACCCTCGCACCTATTCTCGCCATTATTC 

kyaraT10βH              AGCTGGAGTCTTCCCCCGCTATTCTTTCCCTTACCGTCACACCTATTCTTGCCATTATTC 

                        **************** ****************** ** ********** ********** 

TaxusmediaT10βH         TTCTCTTGCTCTTCCGTTACAATCACCGATCCTCTGTTA 

TaxuscuspidataT10βH     TTCTCTTGCTCTTCCGTTACAATCACCGATCCTCTGTTA 

kyaraT10βH              TTCTCTTGCTCTTCCGTTACAATCACCGATCCTCTGTTA 

                        *************************************** 

 

 

図 8 T10βH遺伝子のアライメント 下線はプライマー部分 

Fig. 8 Genome sequence alignment of T10βH partial sequences Under line : primer site 

相同性   Taxus x media  5-alpha-taxadienol-10-beta-hydroxylase(37-255bp)     214/219(97%) 

homology  Taxus cuspidata  5-alpha-taxadienol-10-beta-hydroxylase(1-145bp)    141/145(97%) 
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kyaraTαH               GGTAAAAGACCTCGTCTTCTCCGTCGCAAGCCGCTTGTTTTTTGGTATAACTGAGGAG 

TaxusmediaTαH          GGTAAAAGACCTCGTCTTCTCCGTCGCAAGCCGCTTGTTTTTTGGTATAACTGAGGAG 

TaxuschinensisTαH      GGTAAAAGACCTCGTCTTCTCCGTCGCAAGCCGCTTGTTTTTTGGTATAACTGAGGAG 

                       ********************************************************** 

kyaraTαH               CACCTGCAGGAGCAACTTCATAACTTGTTGGAAGTTATTCTTGTGGGATCTTTTTCTGTT 

TaxusmediaTαH          CACCTGCAGGAGCAACTTCATAACTTGTTGGAAGTTATTCTTGTGGGATCTTTTTCTGTT 

TaxuschinensisTαH      CACCTGCAGGAACAACTTCATAACTTGTTGGAAGTTATTCTTGTGGGATCTTTTTCTGTT 

                       *********** ************************************************ 

kyaraTαH               CCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATTCAGGCAAGGGCCACCCTCGCT 

TaxusmediaTαH          CCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATTCAGGCAAGGGCTACCCTCGCT 

TaxuschinensisTαH      CCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATGCAGGCAAGGGCCACCCTCGTT 

                       ************************************** *********** ******* * 

kyaraTαH               GACATCATGACCTCTTTGATAGATAAGAGGAGAAATGAGCTGCGTGCAGGCACTGCATCT 

TaxusmediaTαH          GACATCATGACCTCTTTGATAGAAAAGAGGAGAAATGAGCTGCGTGCAGGCACTGCATCT 

TaxuschinensisTαH      GACATCATGACCTCTTTGATAGAAAAGAGGAGAAATGAGCTGCGTGCAGGCACTGCATCT 

                       *********************** ************************************ 

kyaraTαH               GGGAATCAAGATTTGCTCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGAAAGGGGGAATTCACTG 

TaxusmediaTαH          GAGAATCAAGATTTGCTCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGAAAGGGGGAATTCACTG 

TaxuschinensisTαH      GAGAATCAAGATTTACTCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGAAAGGGGGAATTCACTG 

                       * ************ ********************************************* 

kyaraTαH               GCGGACAAGGAGA 

TaxusmediaTαH          GCGGACAAGGAGA 

TaxuschinensisTαH      GCGGACAAGGAGA 

                       ************* 

 

 

図 9 TαH遺伝子のアライメント    下線はプライマー部分 

Fig.9 Genome sequence alignment of TαH partial sequences   Under line : primer site 
相同性  Taxus x media taxane 13-alpha-hydroxylase(618-930bp)      310/313(99%) 
homology Taxus chinensis  taxane 13-alpha-hydroxylase(532-844bp)     309/310(99%) 
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TaxuschinensisPAM      GGCAGACAACAACGACGCCCTCGTAAGAATCCAGGGTTCCAAATTCCTTCCTTTTTACAG 

TaxusmediaPAM          GGCAGACAACAACGACGCCCTCGTGAGAATCCAGGGTTCCAAATTCCTTCCTTTTTACAG 

kyaraPAM               GGCAGACAACAACGACGCCCTCGTGAGAATCCAGGGTTCCAAATTCCTTCCTTTTTACAG 

                       ************************ *********************************** 

TaxuschinensisPAM      ATTTGTTCGGGAAGAGCTCGACACAGGTGTGATGAGTGCGAGAAGAGAGCAGACGCCGCA 

TaxusmediaPAM          ATTTGTTCGGGACGAGCTCGACACAGGTGTGATGAGTGCGAGAAGAGAGCAGACGCCGCA 

kyaraPAM               ATTTGTTCGGGAAGAGCTCGACACAGGTGTGATGAGTGCGAGAAGAAAGCAGACGCCGCA 

                       ************ ********************************* ************* 

TaxuschinensisPAM      AGAGGACGTGCAGAAAGTGTTCGATGCAATTGCCGACGGCAGAATTACGGTGCCTCTGCT 

TaxusmediaPAM          AGAGGACGTGCAGAAAGTGTTCGATGCAATTGCCGACGGCAGAATTACGGTGCCTCTGCT 

kyaraPAM               AGAGGACGTGCAGAAAGTGTTCGATGCAATTGCCGACGGCAGAATTACGGTGCCTCTGCT 

                       ************************************************************ 

TaxuschinensisPAM      GCACTGCCTGCAAGGGTTTCTCGGCCAACCAAATGGGTGCGCCAACGGCGTCTAGTCGTT 

TaxusmediaPAM          GCACTGCCTGCAAGGGTTTCTCGGCCAACCAAATGGGTGCGCCAACGGCGTCTAG----- 

kyaraPAM               GCACTGCCTGCAAGGGTTTCTCGGCCAACCAAATGGGTGCGCCAACGGCGTCTAGTCGTT 

                       *******************************************************      

TaxuschinensisPAM      CCAAAGTGTTTGGAACAAATCTGCGTGATTTCTGCGTGAATATTTCAGTAGAATTTCAGA 

TaxusmediaPAM          ------------------------------------------------------------ 

kyaraPAM               CCAAAGTGTTTGGAACAAATCTGCGTGATTTCTACGTGAATATTTCAGTAGAATTTCAGA 

 

TaxuschinensisPAM      TTGTTCGGTTCGTGTGATGTTTGCAGTAGAAATTCCGCAGAAGCGACTGTA 

TaxusmediaPAM          --------------------------------------------------- 

kyaraPAM               TTGTCCGGTTCGTGTGATGTTTGCAGTAGAAATTCCGCAGAAGCGACTGTA 

 

図 10 PAM遺伝子のアライメント   下線はプライマー部分、緑は終止コドン 終止コドン

下流：3 非翻訳領域 

Fig.10 Genome sequence alignment of PAM partial sequences  Under line : primer site    

Green box is stop codon. Down stream from stop codon is 3  untranslated. 

 
相同性   Taxus chinensis phenylalanine aminomutase(2061-2411bp)  347/351(98%) 
homoligy  Taxus × media phenylalanine aminomutase(1999-2233bp)    233/235(98%) 
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T.C.taxadien-5ol-acetyltransfe     AGTATATGCGATGGAC--GAGGAGCTGGTCAATTTCTGCAAAGCCTTGCAGAGATAG 

T.C.taxoid-O-acetyltransferase     AGTATATGTGATGGACCGAAGGCGCTGGTCAATTTCTGCAAGGCCTTGCC-AGATGG 

kyaraDBTNBTlike1                   AGTATATGTGATGGAC--GTGGAGCTGGTCAATTTCTACATGATCTTGCAGAGATGG 

                                   ******** *******    ** ************** **    *****  **** * 

T.C.taxadien-5ol-acetyltransfe     CGAGAGGAGAAGATAAGCTATCATGTGAACCAATATGGAACAGAGAACTGCTGAAGCCT 

T.C.taxoid-O-acetyltransferase     C-AGAGGAAAAGATAAACTTTCATGTGAACCAATATGGAACAGAGAACTGCTGAAGCCT 

kyaraDBTNBTlike1                   CGAGGGGAGAAGATAAGCTTTCATGTGAACCAATATGGAATAGAGATCTGCTGAAGCCT 

                                   * ** *** ******* ** ******************** ***** ************ 

T.C.taxadien-5ol-acetyltransfe     GAAGATCCTATACACCTCCAATTTTATCACTTGTATTCGCTACCCCCTTCTGGCCCTAC 

T.C.taxoid-O-acetyltransferase     GAAGATCCTATACACCTCCAATTTTATCACTTGTATTCGCTATGCCCTTCTGGCCCTCC 

kyaraDBTNBTlike1                   GAAGATCTTACACATCTCCAATTTTATCACTTGTATTCGCTACGCCCTTTAGTC---AC 

                                   ******* ** *** ***************************  *****  * *    * 

T.C.taxadien-5ol-acetyltransfe     ATTTGAGGAATGGGTCCATGCCTCTCTTGTTATAAACCCTGCAACAATAAAACACATGA 

T.C.taxoid-O-acetyltransferase     AATTGAGAAATGGGTTCATGCCTCTCTTGTTATAAACCCTGCAACAATAAAATGTCTGA 

kyaraDBTNBTlike1                   AGCTGAGGAATGGATTCATGCCTCTCTTGTTATAAACCTTGACACAATAACACGTATAA 

                                   *  **** ***** * ********************** **  ******* *    * * 

T.C.taxadien-5ol-acetyltransfe     AACAGTCTATTATGGAAGAATGTAATGAAGTTTGCTCTTCATTCGAAATTGTGGCAGCA 

T.C.taxoid-O-acetyltransferase     AACAGTCTATTATGGAAGAATGTAACGAAGTTTGCTCTTCATTCGAAATTATGACAGCA 

kyaraDBTNBTlike1                   AGCAGTCTATTATGGAAGAATATAAAGAAGTTTGTTCTACATTCGAAATTGTGGCAGCA 

                                   * ******************* *** ******** *** *********** ** ***** 

T.C.taxadien-5ol-acetyltransfe     TTAACTTGGCGAGCGAGGACAAAAGCTCTTCAAATCCCACAAACTCAAAATGTGAAGCT 

T.C.taxoid-O-acetyltransferase     TTGGCTTGGAAAGCGAGGACAAAGGCTTTTCAAATTCCACAAACTCAGAATGTGAAGCT 

kyaraDBTNBTlike1                   TTAACTTGGCGAGCGAATACAAAGGTTCTTCAAATTCCACATACTCAGAATGTGAAGCT 

                                   **  *****  *****  ***** * * ******* ***** ***** *********** 

T.C.taxadien-5ol-acetyltransfe     TCTGTTTGCGGTGGACATGAAGAAATCATTTAATCCCCCGTTTCCAAAAGGATACTATG 

T.C.taxoid-O-acetyltransferase     TCTCTTTGCAGTGGACATGAGGAAAGTATTTAATCCCCCATTTCCAAAAGGATACTATG 

kyaraDBTNBTlike1                   TATCTTTGCTGTCGATGTGAGGAAATCATTTGATCCCCC--TTTCCACTGGAT-CTATG 

                                   * * ***** ** **  *** ****  **** *******  ** * *  **** ***** 

T.C.taxadien-5ol-acetyltransfe     GTAATGCCATTGGTTTTGCATGTGCAATGGATAATG 

T.C.taxoid-O-acetyltransferase     GTAATGCCATTGGCTTTGCATGTGCAATGGATAAT- 

kyaraDBTNBTlike1                   GTAATGCTATTGGTTTTGCATGTGCAATGGATAATG 

                                   ******** ***** *********************  

図 11  DBTNBT候補遺伝子 1のアライメント   下線はプライマー部分 

Fig.11 Genome sequence alignment of DBTNBTlike1 partial sequences Under line : primer site 

相同性    Taxus cuspidata taxadien-5-alpha-ol-O-acetyltransferase(492-939bp)   387/446(86%) 

homology   Taxus cuspidata taxoid-O-acetyltransferase(492-939bp)            376/446 (84%) 
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kyaraDBTNBTlike2      ATGGGAGCTGGAAGTGGATTGCACGGGG-AAGGTGCTCTGTTTG-AGAAGCCA--GCGGA 

TaxusmediaDBTNBT      TGGGGAACTGGAAGTGGATTGCACGGGGGAAGGTGCTCTGTTTGTAGAAGCCATGGCGGA 

                        **** ********************* *************** ********  ***** 

kyaraDBTNBTlike2      CGA-AACCTTTCAGCGTTGGGAGATTTTGATTACCACAA-CCAGCATT-GGGAAGCTACT 

TaxusmediaDBTNBT      CGACAACCTTTCAGTGTTGGGAGGTTTTGATTACCACAATCCAGCATTTGGGAAGCTACT 

                      *** ********** ******** *************** ******** *********** 

kyaraDBTNBTlike2      TTACTCACTTCCACCGGATACCCCTATTCACGACCTCCATCCTCTGGTTGTTCAGGTAAT 

TaxusmediaDBTNBT      TTACTCACTACCACTGGATACCCCTATTCACGACCTCCATCCTCTGGTTGTTCAGGTAAC 

                      ********* **** ********************************************  

kyaraDBTNBTlike2      TCTCTTAGGTATCCCTACTATGATATGATATGGTTTTCTGTGTGTTTGTATAAATATCAT 

TaxusmediaDBTNBT      TC---------------------------------------------------------- 

                      **                                                           

kyaraDBTNBTlike2      TTGTTGTTGTTGTATGTATTTTATGTAGGTAATTCATTTTACATGTGGGGGGTTTGTTGT 

TaxusmediaDBTNBT      -----------------------------------GTTTTACCTGCGGGGGGTTTGTTGT 

                                                          ****** ** ************** 

kyaraDBTNBTlike2      GGGATTAAGTTTGGACCATACTATATGTGATGGTCGTGGTGCAGGCCAATTTGTTAAAGT 

TaxusmediaDBTNBT      GGGATTAAGTTTGGACCATAGTATATGTGATGGACGTGGTGCAGGTCAATTTCTTAAAGC 

                      ******************** ************ *********** ****** ******  

kyaraDBTNBTlike2      CTTCGCAGAGATGGCGAGGGGAGAGGTTAAGCCCTCATTGGAGCCAATATGGAATAGAGA 

TaxusmediaDBTNBT      CCTAGCAGAGATGGCGAGGGGAGAGGCTAAGCCCTCATTGGAACCAATATGGAATAGAGA 

                      * * ********************** *************** ***************** 

kyaraDBTNBTlike2      GTTGTTGAAGCCTGAAGACNTTATACGCCTGCAA 

TaxusmediaDBTNBT      GTTGTTGAAGCCCGAAGACCTTATACGCCTGCAA 

                      ************ ****** **************  

 

図 12 DBTNBT候補遺伝子 2のアライメント 

Fig.12 Genome sequence alignment of DBTNBTlike2 partial sequences 

相同性     Taxus x media 3'-N-debenzoyltaxol N-benzoyltransferase 

homology  (DBTNBT)(307-486bp)175/191(92%) 

相同性    Taxus x media 3'-N-debenzoyltaxol N-benzoyltransferase (DBTNBT)(487-665bp)  

homology   165/179(92%) 
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2-3-2 キャラボクのタキソール関連酵素遺伝子の上流配列解析 
今回、TXS 遺伝子と BAPT 遺伝子の全長配列を読むことに成功した。その結
果、キャラボクの TXS 遺伝子の全長は 3988bp、BAPT 遺伝子の全長は 1457bp
であることが分かった。また、既知の TXS、BAPTの mRNAの配列からイント
ロンの位置を推定した。その結果、TXS遺伝子は配列内に 13のイントロンが、
BAPT には配列内に 1 つのイントロン部位を持つことが示唆された。また、エ
キソンと考えられる部分をアミノ酸配列に変換した。その結果、キャラボクの

TXSのアミノ酸配列は、Taxus cuspidataの TXSと 853/862bp一致 し、Taxus× 
mediaの TXSと 849/862bp一致した。また、キャラボクの BAPTのアミノ酸配
列は、Taxus cuspidataの BAPT と 438/445 一致 し、Taxus× mediaの BAPT
と 445/445一致した。 
 TXS遺伝子の全長配列を Fig. 13に、アミノ酸配列を Fig. 14に示し、BAPT
遺伝子の全長配列を Fig. 15に、アミノ酸配列を Fig. 16に示し、章末に記載し
た。 
 また、TXS 遺伝子、BAPT 遺伝子の上流配列を読み、植物の転写調節シス配
列に関するデータベースの PlantPAN(Chang ら 2008)を用いて転写調節領域解析
を行った。TXS遺伝子上流配列解析の結果を Fig. 17に、BAPT遺伝子上流配列
解析結果を Fig.18に示し、章末に記載した。 
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2-4 考察 
 これまでの研究で、キャラボクにタキソールが存在していることは調べられ

てきた。しかし、その生合成関連酵素遺伝子に関してはほとんど調べられてい

なかった。そこで、この章ではキャラボクの 6 つのタキソール生成関連酵素遺
伝子の部分配列情報を取得し、2つのタキソール生成関連酵素遺伝子の全長クロ
ーニングとその上流配列情報を取得した。 
本研究ではまず、PCR法によって GGPPS遺伝子、T10βH遺伝子、TαH遺伝
子、PAM遺伝子の部分配列情報を取得し、その存在可能性を示した。これはキ
ャラボクにおいて初めての発見となる。 
また、PCR法で得られた DBTNBT候補遺伝子 1断片はは Taxus cuspidata の

taxadien-5 -ol-O-acetyltransferase と 86%の相同性を示しており、ベンジル基転移
酵素ではなく、アセチル基転移酵素をコードしていると考えられる。しかし、

タキソールの生合成関連酵素遺伝子はイチイ属樹木間で非常に保存性が高いこ

とを考えると、5 位の水酸基をアセチル化する酵素遺伝子であると言うには、
86%という相同性は、やや低いように思われる。また、タキソイド類縁体は約
360 あると言われているが、それらの生合成に関わるアセチル基転移酵素を含
め、タキソール生合成に関わるアセチル基転移酵素間での相同性が高いことが

報告されており(Hampel ら 2009)、今回の部分配列はアセチル基転移酵素とは推
測できるものの、どの部分をどのタイミングでアセチル化するものかは推測で

きず、新規の酵素をコードする遺伝子かもしれない。 
 
 PCR法に加えて Genome Walker kitを用いて、TXS遺伝子と BAPT遺伝子の全
長配列を取得した。これらの情報に関しても、キャラボクでは初めての報告と

なった。また、今回の研究で得られたアミノ酸配列の比較から、キャラボクの

TXSのアミノ酸配列(Fig.14)は、Taxus cuspidataの TXSと 862アミノ酸残基の内
853アミノ酸残基が一致 し、Taxus× mediaの TXSと 849残基一致した。また、
キャラボクの BAPTのアミノ酸配列(Fig.16)は、Taxus cuspidataの BAPTと 445
アミノ酸残基のうち 438 アミノ酸残基一致 し、Taxus× mediaの BAPT と 445
アミノ酸残基すべてが一致した。 TXSの相同性では T.cuspidataとの方が相同性
が高いが、BAPTに関しては T.mediaと 100%の相同性を示していた。 
 
 テルペンの環化酵素は 2つのタイプが報告されている。ClassⅠは DD××Dモ
チーフと(N,D)D××(S,T)×××E モチーフという保存性の高い部分があり、そ
こに Mg²⁺などが配位して、イソプレノイドのピロリン酸部分のイオン化によっ
て環化を引き起こす。ClassⅡは、一般的な酸触媒作用によってカルボカチオン
を形成する D×DDモチーフによって、イソプレノイドの二重結合部分のプロト
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ン付加により環化を起こす(Wendt ら 1998, Wendt ら 2000, Cristianson2006, 
Cristianson2008, Caoら 2010)。 
これまで、モノテルペン、セスキテルペン、トリテルペンの環化酵素の形質

は報告されてきた(Whittington ら 2002, Lesburg ら 1997, Stark ら 1997, Wedt ら
1997)が、ジテルペン環化酵素は分子量も大きく報告されていなかった。しかし、
2011年に Taxus brevifoliaの TXSの 3次元構造が解明された(Koksalら 2011)。そ
の報告によると、TXSの N末端から 79残基目までは輸送ペプチドと考えられ、
この部分のないものにも活性があった。また 80～93残基目までが、基質が結合
する活性中心ポケットの蓋となる部分で活性に必要な部分と推測されている

(Lin ら 1996,Williams ら 2000a,b,Jin ら 2005)。そして、その 3 次元構造から、C
末端である 553~862残基までの部分でモチーフを含む ClassⅠドメインを形成し
ており、N末側でClassⅡと似たドメインを形成していることがわかったが、Class
Ⅱの方には重要な D×DDがなかった。また、基質を結合させた結晶構造解析に
おいても、ClassⅠドメインで結合している様子が確認され、TXSは ClassⅠドメ
インで触媒作用を起こしていると考えられる。 
そこで、今回キャラボクで読めたアミノ酸配列を見ていくと 80～93残基に D 

DIPRLSANYH GDLという配列が保存されており、C末端側では、Mg²⁺の結合に
関わる D⁶¹³DMAD, N⁷⁵⁷DTKTYQAEというモチーフが保存されていた。また、基
質との水素結合に関わる Y688, E691, S713, R768, Q770、Y835アミノ酸残基も全
て Taxus brevifoliaの TXSと一致しており、単離されたキャラボクの TXS遺伝子
は TXSとしての機能を有していると期待される。 
 

次に、TXS遺伝子の上流配列を PlantPANで解析した結果、TATABOXを確認
できた。また TATABOX付近に 3つのアブシジン酸応答配列 ACGTG (Stalbergら
1996, Simpsonら 2003)を確認し、1つのエチレン応答性配列 GCCGCC (Brownら
2003)を確認できた。このことによって、細胞の枯死によってタキソール生産が
スタートする可能性が示唆された。そして、今回の結果から今後、細胞培養法

などでタキソール生産性を向上させる際に考慮すべき点となると考えられる。 
 

次に BAPT のアミノ酸配列(Fig.16)に関して見てみると、アシル基転移酵素に
共通してみられる DFGWGという配列(Nawarathneら 2009)が確認できた。 
 
 BAPT 遺伝子に関しては上流配列に TATABOX ではなく、代わりとなるイニ
シエーター配列 CTATTTT を有していることが分かった。そのため、ここが転
写開始点となる可能性が高い。 
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 また、TXS, BAPTのどちらの酵素遺伝子の転写調節領域に関しても、多くの
光応答性配列(Terzaghiら 1995, Lamら 1989)を確認することができ、光のコント
ロールによって発現制御、タキソール生産の増加につながる可能性が示唆され

た。 
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TaxusmediaTXSmRNA        GGTGTCCAACTCAGCATTTGATTTGGCATTTGCAATTTGGAACTCGTAATTTCAGTAGTT 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            ------------------------------------------------------------ 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        CCCCTGCCTCTCTGCAGAAATGGCTCAGCTCTCATTTAATGCAGCGCTGAAGATGAATGC 

TaxusbaccataTXSmRNA      -------------------ATGGCTCAGCTCTCATTTAATGCAGCGCTGAAGATGAATGC 

kyaraTXSwhole            -------------------ATGGCTCAGCTCTCATTTAATGCAGCGCTGAAGATGAATGC 

                                            ***************************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        ATTGGGGAACAAGGCAATCCACGATCCAACGAATTGCAGAGCCAAATCTGAGGGGCAAAT 

TaxusbaccataTXSmRNA      ATTGGGGAACAAGGCAATCCACGATCCAACGAATTGCAGAGCCAAATCTGAGGGGCAAAT 

kyaraTXSwhole            ATTAGGGAACAAGGCAATCCACGATCCAACGAATTGCAGAGCCAAATCTGAGGGCCAAAT 

                         *** ************************************************** ***** 

TaxusmediaTXSmRNA        GATGTGGGTTTGCTCCAAATCAGGGCGAACCAGAGTAAAAATGTCGAGAGGAAGTGGTGG 

TaxusbaccataTXSmRNA      GATGTGGGTTTGCTCCAAATCAGGGCGAACCAGAGTAAAAATGTCGAGAGGAAGTGGTGG 

kyaraTXSwhole            GATGTGGGTTTGCTCCAAATCAGGGCGAACCAGAGTAAAAATGTCGAGAGGAAGTGGTGG 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        TCCTGGTCCTGTCGTAATGATGAGCAGTAGCACTGGCACTAGCAAGGTGGTTTCCGAGAC 

TaxusbaccataTXSmRNA      TCCTGGTCCTGTCGTAATGATGAGCAGTAGCACTGGCACTAGCAAGGTGGTTTCCGAGAC 

kyaraTXSwhole            TCCTGGTCCTGTCGTAATGATGAGCAGTAGCACTGGCACTAGCAAGGTGGTTTCCGAGAC 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        TTCCAGTACCATTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGTG 

TaxusbaccataTXSmRNA      TTCCAGTACCATTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGTG 

kyaraTXSwhole            TTCCAGTACCATTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGTG 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        GCACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCATTTCGTGAG----------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      GCACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCATTTCGTGAG----------------- 

kyaraTXSwhole            GCACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCATTTCGTGAGGTAGGGAAAAGTAGAAA 

                         *******************************************                  

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            ACAGTTTAAACGGATTTAATGGGTAGATTTAGTCGTTCATATTTGTAGGCTGACATTTCT 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        -----------AGTTCTACTTTCCAAGAACGGGCAGACGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAG 

TaxusbaccataTXSmRNA      -----------AGTTCTACTTTCCAAGAACGGGCAGACGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAG 

kyaraTXSwhole            GTGAACTGCAGAGTTCTACTTACCAAGAACGGGCAGATGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAG 

                                    ********** *************** ********************** 
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TaxusmediaTXSmRNA        ATATGTTCAATGCGCTCGGAGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGG 

TaxusbaccataTXSmRNA      ATATGTTCAATGCGCTCGGAGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGG 

kyaraTXSwhole            ATATGTTCAATGCGCTCGGAGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGG 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        TGGCGAGGGTGGCGACCGTTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCC 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGGCGAGGGTGGCGACCGTTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCC 

kyaraTXSwhole            TGGCGAGGGTGGCGACCATTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCC 

                         ***************** ****************************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        TCAACTGGGTTTTAAACAACCAGCTCCAAGATGGATCATGGGGTATCGAATCGCACTTTA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TCAACTGGGTTTTAAACAACCAGCTCCAAGATGGATCATGGGGTATCGAATCGCACTTTA 

kyaraTXSwhole            TCAACTGGGTTTTCAACAACCAGCTCCAGGATGGATCGTGGGGTATCGAATCGCACTTTA 

                         ************* ************** ******** ********************** 

TaxusmediaTXSmRNA        GTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGGTCAATTCTGTTATCGCCCTCTCGGTTTGGAAAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      GTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGGTCAATTCTGTTATCGCCCTCTCGGTTTGGAAAA 

kyaraTXSwhole            GTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGACCAATTCTGTTATCGCCCTCTCGGTTTGGAAAA 

                         **************************  ******************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        CAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAG------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      CAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAG------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            CAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAGGTTAGAATCATGGCATTTTGGGAAAAAAAAACAGTG 

                         ************************                                     

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            TTGAAGGTTTACTGGTCAATCAACTAATGTTTTGTTTCTCATTTTTTGGGGTGGATTTAT 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            CATTGGTTGGTTGATCAGTCAGCCTTGCAAATATATGTGATGTTTAAGCGCCAAATCTGT 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ---------------------------------GTACTGAGTTTATTGCAGAGAATCTAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      ---------------------------------GTACTGAGTTTATTGCAGAGAATCTAA 

kyaraTXSwhole            TGTCTCATTATTTTTCTATTTTTTTCTCCACAGGTACTGAGTTTATTGCAAAAAATCTAA 

                                                            *************** * ******* 

TaxusmediaTXSmRNA        GATTACTCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCGGATTTCGAAATAATCTTTCCTGCTCTGC 

TaxusbaccataTXSmRNA      GATTACTCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCGGATTTCGAAATAATCTTTCCTGCTCTGC 

kyaraTXSwhole            AATTACTCAATGAGGAAGATGAGCTGTCCCCGGATTTCGAAATAATCTTTCCTGCTCTGC 

                          ********************** ************************************ 
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TaxusmediaTXSmRNA        TGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGGGATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATCTT 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGGGATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATCTT 

kyaraTXSwhole            TGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGGGATCAATCTTCCTTACAATCTTCCATTTATCAAATCTT 

                         ************************************** ********************* 

TaxusmediaTXSmRNA        TGTCGACAACACGGGAAGCCAGGCTTACAGA----------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGTCGACAACACGGGAAGCCAGGCTTACAGA----------------------------- 

kyaraTXSwhole            TGTCGACAACACGGGAAGCCAGGCTTACAGAGTGAGTGAAAACTCTGTTACTGTTTTTAA 

                         *******************************                              

TaxusmediaTXSmRNA        ----------------------------------------------------------TG 

TaxusbaccataTXSmRNA      ----------------------------------------------------------TG 

kyaraTXSwhole            AAAAAAAAAACTGGTAATATGTTCTGGATTTGTAATTTGTTCTTTTTGGCCATTGCAGTG 

                                                                                   ** 

TaxusmediaTXSmRNA        TTTCTGCGGTAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAGGGTCTGGAGG 

TaxusbaccataTXSmRNA      TTTCTGCGGCAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAGGGTCTGGAGG 

kyaraTXSwhole            TTTGTGCGGCAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAGGGTCTCGAGG 

                         *** ***** ********************************************* **** 

TaxusmediaTXSmRNA        AAGTTATTGATTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCT 

TaxusbaccataTXSmRNA      AAGTTATTGATTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCT 

kyaraTXSwhole            AAGTTATTGACTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCT 

                         ********** ************************************************* 

TaxusmediaTXSmRNA        CCCCTGCCTCCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTCTTC 

TaxusbaccataTXSmRNA      CCCCTGCCTCCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTCTTC 

kyaraTXSwhole            CCCCTGCCTCCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTTTTC 

                         ******************************************************** *** 

TaxusmediaTXSmRNA        TCAACAATCTGCTGGACAAATTCGGCGGCTGCG--------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      TCAACAATCTGCTGGACAAATTCGGCGGCTGCG--------------------------- 

kyaraTXSwhole            TCAACAATCTGCTGGACAAATTCGGCGGCTGCGGTATGATTTGTTTTTTAACAAGAAATT 

                         *********************************                            

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            CTTTGTGTGCGTGCTGATTCCAACAATGCATTCAAGTGATTAAATTAAATGTTACGAACT 

 

TaxusmediaTXSmRNA        -----------TGCCCTGTATGTATTCCATCGATCTGCTGGAACGCCTTTCGCTGGTTGA 

TaxusbaccataTXSmRNA      -----------TGCCCTGTATGTATTCCATCGATCTGCTGGAACGCCTTTCGCTGGTTGA 

kyaraTXSwhole            GTGAATTACAGTGCCCTGTATGTATTCCATCGATCTGCTGGAACGCCTTTCGCTGGTTGA 

                                    ************************************************* 
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TaxusmediaTXSmRNA        TAACATTGAGCATCTCGGAATCGGTCGCCATTTCAAACAAGAAATCAAAGTAGCTCTTGA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TAACATTGAGCATCTCGGAATCGGTCGCCATTTCAAACAAGAAATCAAAGTAGCTCTTGA 

kyaraTXSwhole            TAACATTGAGCATCTCGGAATCGGTCGCCATTTCAAACAAGAAATCAAAGGAGCTCTTGA 

                         ************************************************** ********* 

TaxusmediaTXSmRNA        TTATGTCTACAG------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      TTATGTCTACAG------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            TTATGTCTACAGGTAACCACTGTTTCTTCTTCTAACACTCGATTTTCTCTCTTTTCCTTT 

                         ************                                                 

TaxusmediaTXSmRNA        -----------------------------------ACATTGGAGTGAAAGGGGCATCGGT 

TaxusbaccataTXSmRNA      -----------------------------------ACATTGGAGTGAAAGGGGCATCGGT 

kyaraTXSwhole            CCCTACTTGATATAATATTTGCTGGAAATGGGCAGACATTGGAGTGAAAGGGGCATCGGT 

                                                            ************************* 

TaxusmediaTXSmRNA        TGGGGCAGAGACAGCCTTGTTCCAGATCTCAACACAACAGCCCTCGGCCTGCGAACTCTT 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGGGGCAGAGACAGCCTTGTTCCAGATCTCAACACAACAGCCCTCGGCCTGCGAACTCTT 

kyaraTXSwhole            TGGGGCAGAGACAGCCTCGTTCCAGATCTCAACACAACAGCCCTCGGCCTGCGAACTCTT 

                         ***************** ****************************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        CGCACGCACGGATACGATGTTTCTTCAG-------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      CGCACGCACGGATACGATGTTTCTTCAG-------------------------------- 

kyaraTXSwhole            CGCACGCACGGATACGATGTTTCTTCAGGTCAGAAGATCAGAAATAATGAAAATAAAAGA 

                         ****************************                                 

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            AACTGGTTTTACTGTCTCATAGGCTATTCTTTTAGCCTCGTGGACGTCAAAAAGTTTTCA 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            TTTCATTTCATTTGTTTTTATCAGATCTCAAGACTGTTAAATTGTTTGCCATTTGTAAAA 

 

TaxusmediaTXSmRNA        ---------------------------------------ATGTTTTGAATAATTTCAAAG 

TaxusbaccataTXSmRNA      ---------------------------------------ATGTTTTGAATAATTTCAAAG 

kyaraTXSwhole            ATTCTTTGTGCTGATATGGAAACAAAAATATGAAAGCAGATGTTTTGAATAATTTCAAAG 

                                                                ********************* 

TaxusmediaTXSmRNA        ATGAAAACGGGCGGTTCTTCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCGTGG 

TaxusbaccataTXSmRNA      ATGAAAACGGGCGGTTCTTCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCGTGG 

kyaraTXSwhole            ATGAAAACGGGCGGTTCTTCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCGTGG 

                         ************************************************************ 
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TaxusmediaTXSmRNA        TGAATCTTTTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAGGAGCTATGGACGATGCTA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGAATCTTTTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAGGAGCTATGGACGATGCTA 

kyaraTXSwhole            TGAATCTTTTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAGGAGCTATGGACGATGCTA 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        GAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGACGCACTTGCAACGAAAATCTCAACCAATACAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      GAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGACGCACTTGCAACGAAAATCTCAACCAATACAA 

kyaraTXSwhole            GAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGACGCACTTGCAACAAAAATCTCAACCAATACAA 

                         **************************************** ******************* 

TaxusmediaTXSmRNA        AACTATACAAAGAG---------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      AACTATACAAAGAG---------------------------------------------- 

kyaraTXSwhole            AACTATTCAAAGAGGTTAGTACAATTTATTTTTATTAACAAAAATATATCAATAATTCTA 

                         ****** *******                                               

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            CCAACATAATTAGGAGTAAACCTAAAGTTTTCTATTATATGTAGTTAGAAATCAAGGTTT 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------ATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATGAGT 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------ATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATGAGT 

kyaraTXSwhole            CTCTAATATGATGGATCATTTCAGATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATGAGT 

                                                 ************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        ATCCCACGCCTAGAAGCCAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGACGATTATGTATGGCAG 

TaxusbaccataTXSmRNA      ATCCCACGCCTAGAAGCTAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGACGATTATGTATGGCAG 

kyaraTXSwhole            ATCCCACGTCTAGAAGCCAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGATGATTATGTATGGCAG 

                         ******** ******** ************************** *************** 

TaxusmediaTXSmRNA        AGGAAGACTTTATACAG------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      AGGAAGACTCTATACAG------------------------------------------- 

kyaraTXSwhole            AGGAAGACTCTATACAGGTGAGTTCAAATATAATCACATTACCCTTCAATTTTATATAGA 

                         ********* *******                                            

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            ATTTATGAGCCGTTGTTGTATCGATTGCTATCTTTTCTCAGTATTGAGGTTATAATCCGT 

 

TaxusmediaTXSmRNA        -------AATGCCATCTTTGAGTAATTCAAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACTTCA 

TaxusbaccataTXSmRNA      -------AATGCCATCTTTGAGTAATTCAAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACTTCA 

kyaraTXSwhole            GCAACAGAATGCCATCTTTGAGTAATTCAAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACTTCA 

                                ***************************************************** 
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TaxusmediaTXSmRNA        ATATCGTACAATCTTTGCATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGATGGT--------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      ATATCGTACAATCTTTGCATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGATGGT--------- 

kyaraTXSwhole            ATATCGTACAATCTTTGCATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGGTGGGTGATAAATT 

                         ********************************************** ***           

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            GTCATACCTTCTCAATTTATTCAAAACCTAATTTTTTGGGGAGGAGAACATGAAGTAATG 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        --------------------------------------GGAAGGAATCTGGCATGGCAGA 

TaxusbaccataTXSmRNA      --------------------------------------GGAAGGAATCCGGCATGGCAGA 

kyaraTXSwhole            ATCTACTAACATTATGGTTTTTTGGTCATAAGATGGTGGGAAAGAATCCGGCATGGCAGA 

                                                               **** ***** *********** 

TaxusmediaTXSmRNA        TATAAATTTCACTCGACACCGAGTGGCGGAGGTTTATTTTTCATCAGCTACATTTGAACC 

TaxusbaccataTXSmRNA      TATAAATTTCACTCGACACCGAGTGGCGGAGGTTTATTTTTCATCAGCTACATTTGAACC 

kyaraTXSwhole            TATAAATTTCACTCGACACCGAGTGGCGGAGGTTTATTTTTCATCAGCTACATTTGAACC 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        CGAATATTCTGCCACTAGAATTGCTTTCACAAAAATTGGTTGTTTACAAGTCCTTTTTGA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGAATATTCTGCCACCAGAATTGCCTTCACAAAAATTGGTTGTTTACAAGTCCTTTTTGA 

kyaraTXSwhole            CGAATATTCTGCCACTAGAATTGCCTTCACAAAAATTGGTTGTTTACAAGTCCTTTTTGA 

                          ************** ******** *********************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        TGATATGGCTGACATCTTTGCAACACTAGATGAATTGAAAAGTTTCACTGAGGGAGTAAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGATATGGCTGACATCTTTGCAACACTAGATGAATTGAAAAGTTTCACTGAGGGAGTAAA 

kyaraTXSwhole            TGATATGGCTGACATCTTTGCAACACTAGATGAATTGAAAAGTTTCACTGAGGGAGTAAA 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        GAG--------------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      GAG--------------------------------------------------------- 

kyaraTXSwhole            GAGGTGATTCTTTAATTTACCAATTTTTTTAATATTTAAACATTGAAATCTTGTAATAAC 

                         ***                                                          

TaxusmediaTXSmRNA        -------------------------------------------ATGGGATACATCTTTGC 

TaxusbaccataTXSmRNA      -------------------------------------------ATGGGATACATCTTTGC 

kyaraTXSwhole            ATATACATAATAGGACCTAACTGAACATTGTGGTAACTTTTAGATGGGATACATCTTTGC 

                                                                    ***************** 

TaxusmediaTXSmRNA        TACATGAGATTCCAGAGTGTATGCAAACTTGCTTTAAAGTTTGGTTCAAATTAATGGAAG 

TaxusbaccataTXSmRNA      TACATGAGATTCCAGAGTGTATGCAAACTTGCTTTAAAGTTTGGTTCAAATTAATGGAAG 

kyaraTXSwhole            TACATGAGATTCCAGAGTGTATGCAAACTTGCTTTAAAGTTTGGTTCAAATTAATGGAAG 

                         ************************************************************ 
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TaxusmediaTXSmRNA        AAGTAAATAATGATGTGGTTAAGGTACAAGGACGTGACATGCTCGCTCACATAAGAAAAC 

TaxusbaccataTXSmRNA      AAGTAAATAATGATGTGGTTAAGGTACAAGGACGTGACATGCTCGCTCACATAAGAAAAC 

kyaraTXSwhole            AAGTAAATAATGATGTGGTTAAGGTACAAGGACGTGACATGCTCGCTCACATAAGAAAAC 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        CC---------------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      CT---------------------------------------------------------- 

kyaraTXSwhole            CCGTAAGTAATTCAAATTTTAAATGCAACACAATTGAGAATTTTTATAGTTTAGATGCAT 

                         *                                                            

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kyaraTXSwhole            TTCTTTTTAAGGTAAAAACACCATTGGTACTCACAAAAACATCGTGTATGATTGGAATAG 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        TGGGAGTTGTACTTCAATTGTTATGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCTGGGTATATA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGGGAGTTGTACTTCAATTGTTACGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCTGGGTATATA 

kyaraTXSwhole            TGGGAGTTGTACTTCAATTGTTATGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCTGGGTATATA 

                         *********************** ************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        CCAACCTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGGCCTTGGACCGTGTACC 

TaxusbaccataTXSmRNA      CCAACTTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGGCCTTGGACCGTGTACC 

kyaraTXSwhole            CCAACTTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGGCCTTGGACCATGTACC 

                         ***** *********************************************** ****** 

TaxusmediaTXSmRNA        CTACAACCAATACTACTGATGGGTGAGCTTGTGAAAGATGATGTTGTTGAGAAAGTGCAC 

TaxusbaccataTXSmRNA      CTACAACCAATACTACTGATGGGTGAGCTTGTGAAAGATGATGTTGTTGAGAAAGTGCAC 

kyaraTXSwhole            CTACAACCAATACTACTAATGGGTGAGCTTGTGAAAGATGATGTTGTTGAGAAAGTGCAC 

                         ***************** ****************************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        TATCCCTCAAATATGTTTGAGCTTGTATCCTTGAGCTGGCGACTAACAAACGACACCAAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TATCCCTCAAATATGTTTGAGCTTGTATCCTTGAGCTGGCGACTAACAAACGACACCAAA 

kyaraTXSwhole            TATCCCTCAAATATGTTTGAGCTTGTATCCTTGAGCTGGCGACTAACAAACGACACCAAA 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        ACATATCAG--------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      ACATATCAG--------------------------------------------------- 

kyaraTXSwhole            ACATATCAGGTGCATTTTGAATATAATTTTTTTTCTATATATAGAAACATGCCACTAAAT 

                         *********                                                   

TaxusmediaTXSmRNA        -----------------------------------------------GCTGAAAAGGCTC 

TaxusbaccataTXSmRNA      -----------------------------------------------GCTGAAAAGGCTC 

kyaraTXSwhole            GTCTTCCATAATATGCTAACCCTATTTATGTTTCTTACTTGGTGAAGGCTGAAAAGGCTC 

                                                                         ************ 
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TaxusmediaTXSmRNA        GAGGACAACAAGCCTCAGGCATAGCATGCTATATGAAGGATAATCCAGGAGCAACTGAGG 

TaxusbaccataTXSmRNA      GAGGACAACAAGCCTCAGGCATAGCATGCTATATGAAGGATAATCCAGGAGCAACTGAGG 

kyaraTXSwhole            GAGGACAACAAGCCTCAGGCATAGCATGCTATATGAAGGATAATCCAGGAGCAACTGAGG 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        AAGATGCCATCAAGCACATATGTCGTGTTGTTGACCGGGCCTTGAAAGAAGCAAGCTTTG 

TaxusbaccataTXSmRNA      AAGATGCCATCAAGCACATATGTCGTGTTGTTGACCGGGCCTTGAAAGAAGCAAGCTTTG 

kyaraTXSwhole            AAGATGCCATCAAGCACATATGTCGTGTTGTTGACCGGGCCTTGAAAGAAGCAAGCTTTG 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        AATATTTCAAACCATCCAATGATATCCCAATGGGTTGCAAGTCCTTTATTTTTAACCTTA 

TaxusbaccataTXSmRNA      AATATTTCAAACCATCCAATGATATCCCAATGGGTTGCAAGTCCTTTATTTTTAACCTTA 

kyaraTXSwhole            AATATTTCAAACCATCCAATGATATCCCAATGGGTTGCAAGTCCTTTATTTTTAACCTTA 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        GATTGTGTGTCCAAATCTTTTACAAGTTTATAGATGGGTACGGAATCGCCAATGAGGAGA 

TaxusbaccataTXSmRNA      GATTGTGTGTCCAAATATTTTACAAGTTTATAGATGGGTACGGAATCGCCAATGAGGAGA 

kyaraTXSwhole            GATTGTGTGTCCAAATCTTTTACAAGTTTATAGATGGGTACGGAATCGCCAATGAGGAGA 

                         **************** ******************************************* 

TaxusmediaTXSmRNA        TTAAGGATTATATAAGAAAAGTTTATATTGATCCAATTCAAGTATGATATATCATGTAAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TTAAGGATTATATAAGAAAAGTTTATATTGATCCAATTCAAGTATGATATATCATGTAAA 

kyaraTXSwhole            TTAAGGATTATATAAGAAAAGTTTATATTGATCCAATTCAAGTATGATATATCATGTAAA 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        ACCTCTTTTTCATAATAAATTGACTTATTATTGTATTGGCAAAAAAAAAAAAAAAAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      ACCTTTTTTTCATAATAAATTGACTTATTATTGTATTGGCA---------------- 

kyaraTXSwhole            ACCTTTTTTTCATAATAAATTGACTTATTATTGTATTGGCA---------------- 

                         **** ************************************                 

図 13 TXS遺伝子配列 アライメント 

Fig.13 Genome sequence alignment of TXS entire sequences 

（紫の間）部分はイントロン 赤は開始コドン、緑は終止コドン 下線はポリ A付加配列 

開始コドン上流：5 非翻訳領域 終止コドン下流：3 非翻訳領域 

Regions between purple boxes are introns. Red box is start codon. Green box is stop codon. Upper 

stream from start codon is 5  untranslated region. Down stream from stop codon is 3  untranslated. 

赤字部分はテルペン環化酵素で保存性の高い配列 

緑字は基質の入るポケットの蓋となる部分 活性を有するために必要な部分 

Red letters are DD××D motif and (N,D)D××(S,T)×××E motif conserved in terpenoid cyclase. 

The role of Green lettes is to cap the active site and this part is necessary for catalytically activity 

相同性 Taxus x media taxadiene synthase,mRNA            2610/2643(99%) 

Taxus baccata taxadiene synthase,mRNA           2611/2643(99%) 
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kyaraTXS               MAQLSFNAALKMNALGNKAIHDPTNCRAKSEGQMMWVCSKSGRTRVKMSRGSGGPGPVVM 

TaxuscuspidataTXS      MAQLSFNAALKMNALGNRAIHNPTNCRAKSEGQMMWVCSKSGRTRVKMSRGSGGPGPVVM 

TaxusmediaTXS          MAQLSFNAALKMNALGNKAIHDPTNCRAKSEGQMMWVCSKSGRTRVKMSRGSGGPGPVVM 

                       *****************:***:************************************** 

kyaraTXS               MSSSTGTSKVVSETSSTIVDDIPRLSANYHGDLWHHNVIQTLETPFRESSTYQERADELV 

TaxuscuspidataTXS      MSSSTGTSKVVSETSSTIVDDIPRLSANYHGDLWHHNVIQTLETPFRESSTYQERADELV 

TaxusmediaTXS          MSSSTGTSKVVSETSSTIVDDIPRLSANYHGDLWHHNVIQTLETPFRESSTFQERADELV 

                       ***************************************************:******** 

kyaraTXS               VKIKDMFNALGDGDISPSAYDTAWVARVATISSDGSEKPRFPQALNWVFNNQLQDGSWGI 

TaxuscuspidataTXS      VKIKDMFNALGDGDISPSAYDTAWVARAATISSDGSEKPRFPQALNWVFNNQLQDGSWGI 

TaxusmediaTXS          VKIKDMFNALGDGDISPSAYDTAWVARVATVSSDGSEKPRFPQALNWVLNNQLQDGSWGI 

                       ***************************.**:*****************:*********** 

kyaraTXS               ESHFSLCDRLLNTTNSVIALSVWKTGHSQVEQGTEFIAKNLKLLNEEDELSPDFEIIFPA 

TaxuscuspidataTXS      ESHFSLCDRLLNTSNSVIALSVWKTGHSQVEQGTEFIAENLRLLNEEDELSPDFEIIFPA 

TaxusmediaTXS          ESHFSLCDRLLNTVNSVIALSVWKTGHSQVEQGTEFIAENLRLLNEEDELSPDFEIIFPA 

                       ************* ************************:**:****************** 

kyaraTXS               LLQKAKALGINLPYNLPFIKSLSTTREARLTDVCAAADNIPANMLNALEGLEEVIDWNKI 

TaxuscuspidataTXS      LLQKAKALGINLPYDLPFIKSLSTTREARLTDVSAAADNIPANMLNALEGLEEVIDWNKI 

TaxusmediaTXS          LLQKAKALGINLPYDLPFIKSLSTTREARLTDVSAVADNIPANMLNALEGLEEVIDWNKI 

                       **************:******************.*.************************ 

kyaraTXS               MRFQSKDGSFLSSPASTACVLMNTGDEKCFTFLNNLLDKFGGCVPCMYSIDLLERLSLVD 

TaxuscuspidataTXS      MRFQSKDGSFLSSPASTACVLMNTGDEKCFTFLNNLLDKFGGCVPCMYSIDLLERLSLVD 

TaxusmediaTXS          MRFQSKDGSFLSSPASTACVLMNTGDEKCFTLLNNLLDKFGGCVPCMYSIDLLERLSLVD 

                       *******************************:**************************** 

kyaraTXS               NIEHLGIGRHFKQEIKGALDYVYRHWSERGIGWGRDSLVPDLNTTALGLRTLRTHGYDVS 

TaxuscuspidataTXS      NIEHLGIGRHFKQEIKGALDYVYRHWSERGIGWGRDSLVPDLNTTALGLRTLRTHGYDVS 

TaxusmediaTXS          NIEHLGIGRHFKQEIKVALDYVYRHWSERGIGWGRDSLVPDLNTTALGLRTLRTHGYDVS 

                       **************** ******************************************* 

kyaraTXS               SDVLNNFKDENGRFFSSAGQTHVELRSVVNLFRASDLAFPDEGAMDDARKFAEPYLRDAL 

TaxuscuspidataTXS      SDVLNNFKDENGRFFSSAGQTHVELRSVVNLFRASDLAFPDEGAMDDARKFAEPYLRDAL 

TaxusmediaTXS          SDVLNNFKDENGRFFSSAGQTHVELRSVVNLFRASDLAFPDEGAMDDARKFAEPYLRDAL 

                       ************************************************************ 

kyaraTXS               ATKISTNTKLFKEIEYVVEYPWHMSIPRLEARSYIDSYDDDYVWQRKTLYRMPSLSNSKC 

TaxuscuspidataTXS      ATKISTNTKLFKEIEYVVEYPWHMSIPRLEARSYIDSYDDDYVWQRKTLYRMPSLSNSKC 

TaxusmediaTXS          ATKISTNTKLYKEIEYVVEYPWHMSIPRLEARSYIDSYDDDYVWQRKTLYRMPSLSNSKC 

                       **********:************************************************* 
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kyaraTXS               LELAKLDFNIVQSLHQEELKLLTRWGKESGMADINFTRHRVAEVYFSSATFEPEYSATRI 

TaxuscuspidataTXS      LELAKLDFNIVQSLHQEELKLLTRWWKESGMADINFTRHRVAEVYFSSATFEPEYSATRI 

TaxusmediaTXS          LELAKLDFNIVQSLHQEELKLLTRWWKESGMADINFTRHRVAEVYFSSATFEPEYSATRI 

                       ************************* ********************************** 

kyaraTXS               AFTKIGCLQVLFDDMADIFATLDELKSFTEGVKRWDTSLLHEIPECMQTCFKVWFKLMEE 

TaxuscuspidataTXS      AFTKIGCLQVLFDDMADIFATLDELKSFTEGVKRWDTSLLHEIPECMQTCFKVWFKLMEE 

TaxusmediaTXS          AFTKIGCLQVLFDDMADIFATLDELKSFTEGVKRWDTSLLHEIPECMQTCFKVWFKLMEE 

                       ************************************************************ 

kyaraTXS               VNNDVVKVQGRDMLAHIRKPWELYFNCYVQEREWLEAGYIPTFEEYLKTYAISVGLGPCT 

TaxuscuspidataTXS      VNNDVVKVQGRDMLAHIRKPWELYFNCYVQEREWLEAGYIPTFEEYLKTYAISVGLGPCT 

TaxusmediaTXS          VNNDVVKVQGRDMLAHIRKPWELYFNCYVQEREWLEAGYIPTFEEYLKTYAISVGLGPCT 

                       ************************************************************ 

kyaraTXS               LQPILLMGELVKDDVVEKVHYPSNMFELVSLSWRLTNDTKTYQAEKARGQQASGIACYMK 

TaxuscuspidataTXS      LQPILLMGELVKDDVVEKVHYPSNMFELVSLSWRLTNDTKTYQAEKARGQQASGIACYMK 

TaxusmediaTXS          LQPILLMGELVKDDVVEKVHYPSNMFELVSLSWRLTNDTKTYQAEKARGQQASGIACYMK 

                       ************************************************************ 

kyaraTXS               DNPGATEEDAIKHICRVVDRALKEASFEYFKPSNDIPMGCKSFIFNLRLCVQIFYKFIDG 

TaxuscuspidataTXS      DNPGATEEDAIKHICRVVDRALKEASFEYFKPSNDIPMGCKSFIFNLRLCVQIFYKFIDG 

TaxusmediaTXS          DNPGATEEDAIKHICRVVDRALKEASFEYFKPSNDIPMGCKSFIFNLRLCVQIFYKFIDG 

                       ************************************************************ 

kyaraTXS               YGIANEEIKDYIRKVYIDPIQV 

TaxuscuspidataTXS      YGIANEEIKDYIRKVYIDPIQV 

TaxusmediaTXS          YGIANEEIKDYIRKVYIDPIQV 

                       ********************** 

 

図 14 TXSアミノ酸配列 アライメント 

Fig.14 Deduced amino acid sequence alignment of TXS  

赤字部分はテルペン環化酵素で保存性の高い配列 

青字は基質との水素結合に関わるアミノ酸 

緑字は基質の入るポケットの蓋となる部分 活性を有するために必要な部分 

Red letters are DD××D motif and (N,D)D××(S,T)×××E motif conserved in terpenoid 

cyclase. 

Blue letters are necessary amino acids to make hydrogen bond with substrate. 

The role of Green lettes is to cap the active site and this part is necessary for catalytically activity 
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TaxuscuspidataBAPTmRNA      -------------------------------------------------- 

TaxusmediaBAPTmRNA          TTATTATAAGCAGGTATAACAGCAGAGTATGCGGGGATCTTATTTTCTGA 

kyaraBAPTwhole              -------------------------------------------------- 

                                                                               

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ---------------------------------ATGAAGAAGACAGGTTC 

TaxusmediaBAPTmRNA          AAGCTTAATCCGCTCTGTTCTGAATACTTAGAGATGAAGAAGACAGGTTC 

kyaraBAPTwhole              ---------------------------------ATGAAGAAGACAGGTTC 

                                                             ***************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GTTTGCAGAGTTCCATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGT 

TaxusmediaBAPTmRNA          GTTAGCAGAGTTCCATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGT 

kyaraBAPTwhole              GTTAGCAGAGTTCCATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGT 

                            *** ********************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATG 

TaxusmediaBAPTmRNA          GCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATG 

kyaraBAPTwhole              GCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATG 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAG 

TaxusmediaBAPTmRNA          GCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAG 

kyaraBAPTwhole              GCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAG 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGC 

TaxusmediaBAPTmRNA          AGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGC 

kyaraBAPTwhole              AGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGC 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGG 

TaxusmediaBAPTmRNA          TGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGG 

kyaraBAPTwhole              TGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGG 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GAACTTGAAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          GAACTTGAAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCAT 

kyaraBAPTwhole              GAACTTGAAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCAT 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTTAACAGATCTGGATAACTACAATCCAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          GGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTTAACAGATCTCGATAACTACAATCCAT 

kyaraBAPTwhole              GGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTTAACAGATCTCGATAACTACAATCCAT 

                            ********************************* **************** 
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TaxuscuspidataBAPTmRNA      CGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTACCACAGGATACAGATATTGAGGAC 

TaxusmediaBAPTmRNA          CGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTACCACAGGATACAGATATTGAGGAC 

kyaraBAPTwhole              CGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTACCACAGGATACAGATATTGAGGAC 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CTCCATCTCTTGATTGTTCAG----------------------------- 

TaxusmediaBAPTmRNA          CTCCATCTCTTGATTGTTCAG----------------------------- 

kyaraBAPTwhole              CTCCATCTCTTGATTGTTCAGGTGATTATATGGCTGGTTTGATATTTGGG 

                            *********************                               

TaxuscuspidataBAPTmRNA      -------------------------------------------------- 

TaxusmediaBAPTmRNA          -------------------------------------------------- 

kyaraBAPTwhole              TAACTTGAAATGATGTCTCTATTAATGGTTACATACGTGTTTCTATTGAC 

                                                                               

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ----------------------------------------GTAACTCGTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          ----------------------------------------GTAACTCGTT 

kyaraBAPTwhole              AGCATGCTTGTGTTCTCTTTGTTGCATGTCTTTTATGCAGGTAACTCGTT 

                                                                    ********** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TTACATGTGGGGGTTTTGTTGTGGGAGCGAATGTGTATGGTAGTGCATGC 

TaxusmediaBAPTmRNA          TTACATGTGGGGGTTTTGTTGTGGGAGCGAATGTGTATGGTAGTACATGC 

kyaraBAPTwhole              TTACATGTGGGGGTTTTGTTGTGGGAGCGAATGTGTATGGTAGTACATGC 

                            ******************************************** ***** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GATGCAAAAGGATTTGGCCAGTTTCTTCAAAGTATGGCAGAGATGGCGAG 

TaxusmediaBAPTmRNA          GATGCAAAAGGATTTGGCCAGTTTCTTCAAGGTATGGCAGAGATGGCGAG 

kyaraBAPTwhole              GATGCAAAAGGATTTGGCCAGTTTCTTCAAGGTATGGCAGAGATGGCGAG 

                            ****************************** ******************* 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AGGAGAGGTTAAGCCCTCGATTGAACCGATATGGAATAGAGAACTGGTGA 

TaxusmediaBAPTmRNA          AGGAGAGGTTAAGCCCTCGATTGAACCGATATGGAATAGAGAACTGGTGA 

kyaraBAPTwhole              AGGAGAGGTTAAGCCCTCGATTGAACCGATATGGAATAGAGAACTGGTGA 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AGCTAGAACATTGTATGCCCTTCCGGATGAGTCATCTTCAAATTATACAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          AGCTAGAAGATTGTATGCCCTTCCGGATGAGTCATCTTCAAATTATACAC 

kyaraBAPTwhole              AGCTAGAAGATTGTATGCCCTTCCGGATGAGTCATCTTCAAATTATACAC 

                            ******** ****************************************  

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GCACCTGTAATTGAGGAGAAATTTGTTCAAACATCTCTTGTTATAAACTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          GCACCTGTAATTGAGGAGAAATTTGTTCAAACATCTCTTGTTATAAACTT 

kyaraBAPTwhole              GCACCTGTAATTGAGGAGAAATTTGTTCAAACATCTCTTGTTATAAACTT 

                            ************************************************** 
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TaxuscuspidataBAPTmRNA      TGAGATAATAAATCATATCAGACGACGCATCATGGAAGAACGCAAAGAAA 

TaxusmediaBAPTmRNA          TGAGATAATAAATCATATCAGACGACGCATCATGGAAGAATGCAAAGAAA 

kyaraBAPTwhole              TGAGATAATAAATCATATCAGACGACGCATCATGGAAGAATGCAAAGAAA 

                            **************************************** ********* 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAGCATTGGTTTGGCTAGCAAAGATA 

TaxusmediaBAPTmRNA          GTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAGCATTGGTTTGGCTAGCAAAGATA 

kyaraBAPTwhole              GTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAGCATTGGTTTGGCTAGCAAAGATA 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          AAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAAT 

kyaraBAPTwhole              AAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAAT 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCA 

TaxusmediaBAPTmRNA          GGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCA 

kyaraBAPTwhole              GGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCA 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ATGCCTTTGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGT 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATGCCTTTGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGT 

kyaraBAPTwhole              ATGCCTTTGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGT 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GGATCTCTTTTGCGCACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          GGATCTCTTTTGCGCACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTT 

kyaraBAPTwhole              GGATCTCTTTTGCGCACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTT 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ACACAAAGAACTCAACTCAAAAACCGTGATGAGCTCATCTGTAGTAGATG 

TaxusmediaBAPTmRNA          ACACAAAGAACTCAACTCAAAAACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATG 

kyaraBAPTwhole              ACACAAAGAACTCAACTCAAAAACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATG 

                            ************************************ ************* 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TCAATACGAAGTTTGAAGATGTAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCT 

TaxusmediaBAPTmRNA          TCAATACGAAGTTTGAAGATGTAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCT 

kyaraBAPTwhole              TCAATACGAAGTTTGAAGATGTAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCT 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ATATATTATGAAGTGGACTTTGGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCAC 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATATATTATGAAGTGGACTTTGGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCAC 

kyaraBAPTwhole              ATATATTATGAAGTGGACTTTGGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCAC 

                            ************************************************** 
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TaxuscuspidataBAPTmRNA      TATGCTACAACAACAGGAGCACGAGAAATCTCTGCCAACTTATTTTTCTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          TATGCTACAACAACAGGAGCACGAGAAATCTCTGCCAACTTATTTTTCTT 

kyaraBAPTwhole              TATGCTACAACAACAGGAGCACGAGAAATCTCTGCCAACTTATTTTTCTT 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TCCTACAATCTACTAAGAACATGCCAGATGGAATCAAGATGCTAATGTTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          TCCTACAATCTACTAAGAACATGCCAGATGGAATCAAGATGCTAATGTTT 

kyaraBAPTwhole              TCCTACAATCTACTAAGAACATGCCAGATGGAATCAAGATGCTAATGTTT 

                            ************************************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ATGCCTCCATCAAAACTGAAAAAATTCAAAATTGAAATAGAAGCTATGAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATGCCTCCATCAAAACTGAAAACATTCAAAATTGAAATAGAAGCTATGAT 

kyaraBAPTwhole              ATGCCTCCATCAAAACTGAAAACATTCAAAATTGAAATAGAAGCTATGAT 

                            ********************** *************************** 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AAAAAAATATGTGACTAAAGTGTGTCCGTCAAAGTTATGA---------- 

TaxusmediaBAPTmRNA          AAACAAATATGTGACTAAAGTGTGTCCGTCAAAGTTATGAAATGTGTGAC 

kyaraBAPTwhole              AAACAAATATGTGACTAAAGTGTGTCCGTCAAAGTTATGAAATGTGTGAC 

                            *** ************************************           

TaxuscuspidataBAPTmRNA      -------------------------------------------------- 

TaxusmediaBAPTmRNA          TAGAAAACAATATTCTTGACTTTATGTATTCGGATTTCCAATAACATCTA 

kyaraBAPTwhole              TAGAAAACAATATTCTTGACTTTATGTATTCGGATTTCCAATAACATCTA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      -------------------------------------------------- 

TaxusmediaBAPTmRNA          GCCACGTTTAATAGCAATATATTTTTCGTGTTTACAAAAAAAAAAAAAAA 

kyaraBAPTwhole              GCCACGTTTAATAGCAATATATTTTTCGTGTTT----------------- 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      --------------- 

TaxusmediaBAPTmRNA          AAAAAAAAAAAAAAA 

kyaraBAPTwhole              --------------- 

図 15 BAPT遺伝子配列 アライメント 赤字：アシル基転移酵素で保存性の高い配列 

Fig.15 Genome sequence alignment of BAPT entire sequences  Red letters are gene sequences 

coreresponding to conserved motif in acyl transferase 

（紫の間）部分はイントロン 赤は開始コドン、緑は終止コドン 下線はポリ A付加配列 

開始コドン上流： 非翻訳領域 終止コドン下流： 非翻訳領域 

Regions between purple boxes are introns. Red box is start codon. Green box is stop codon. Upper 

 

Taxus x media phenylpropanoyltransferase (BAPT) mRNA, complete cds.         

前半 exon部分 440/440 (100%) 後半 exon部分 903/903 (100%) 

Taxus cuspidata phenylpropanoyltransferase mRNA, complete cds. 

前半 exon部分 438/440 (99%) 後半 exon部分 895/903 (99%) 
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kyaraBAPT               MKKTGSLAEFHVNMIERVMVRPCLPSPKTILPLSAIDNMARAFSNVLLVYAANMDRVSAD 

TaxusmediaBAPT          MKKTGSLAEFHVNMIERVMVRPCLPSPKTILPLSAIDNMARAFSNVLLVYAANMDRVSAD 

TaxuscuspidataBAPT      MKKTGSFAEFHVNMIERVMVRPCLPSPKTILPLSAIDNMARAFSNVLLVYAANMDRVSAD 

                        ******:***************************************************** 

kyaraBAPT               PAKVIREALSKVLVYYYPFAGRLRNKENGELEVECTGQGVLFLEAMADSDLSVLTDLDNY 

TaxusmediaBAPT          PAKVIREALSKVLVYYYPFAGRLRNKENGELEVECTGQGVLFLEAMADSDLSVLTDLDNY 

TaxuscuspidataBAPT      PAKVIREALSKVLVYYYPFAGRLRNKENGELEVECTGQGVLFLEAMADSDLSVLTDLDNY 

                        ************************************************************ 

kyaraBAPT               NPSFQQLIFSLPQDTDIEDLHLLIVQVTRFTCGGFVVGANVYGSTCDAKGFGQFLQGMAE 

TaxusmediaBAPT          NPSFQQLIFSLPQDTDIEDLHLLIVQVTRFTCGGFVVGANVYGSTCDAKGFGQFLQGMAE 

TaxuscuspidataBAPT      NPSFQQLIFSLPQDTDIEDLHLLIVQVTRFTCGGFVVGANVYGSACDAKGFGQFLQSMAE 

                        ********************************************:***********.*** 

kyaraBAPT               MARGEVKPSIEPIWNRELVKLEDCMPFRMSHLQIIHAPVIEEKFVQTSLVINFEIINHIR 

TaxusmediaBAPT          MARGEVKPSIEPIWNRELVKLEDCMPFRMSHLQIIHAPVIEEKFVQTSLVINFEIINHIR 

TaxuscuspidataBAPT      MARGEVKPSIEPIWNRELVKLEHCMPFRMSHLQIIHAPVIEEKFVQTSLVINFEIINHIR 

                        **********************.************************************* 

kyaraBAPT               RRIMEECKESLSSFEIVAALVWLAKIKAFQIPHSENVKLLFAMDLRRSFNPPLPHGYYGN 

TaxusmediaBAPT          RRIMEECKESLSSFEIVAALVWLAKIKAFQIPHSENVKLLFAMDLRRSFNPPLPHGYYGN 

TaxuscuspidataBAPT      RRIMEERKESLSSFEIVAALVWLAKIKAFQIPHSENVKLLFAMDLRRSFNPPLPHGYYGN 

                        ****** ***************************************************** 

kyaraBAPT               AFGIACAMDNVHDLLSGSLLRTIMIIKKSKFSLHKELNSKTVMSSSVVDVNTKFEDVVSI 

TaxusmediaBAPT          AFGIACAMDNVHDLLSGSLLRTIMIIKKSKFSLHKELNSKTVMSSSVVDVNTKFEDVVSI 

TaxuscuspidataBAPT      AFGIACAMDNVHDLLSGSLLRTIMIIKKSKFSLHKELNSKTVMSSSVVDVNTKFEDVVSI 

                        ************************************************************ 

kyaraBAPT               SDWRHSIYYEVDFGWGDAMNVSTMLQQQEHEKSLPTYFSFLQSTKNMPDGIKMLMFMPPS 

TaxusmediaBAPT          SDWRHSIYYEVDFGWGDAMNVSTMLQQQEHEKSLPTYFSFLQSTKNMPDGIKMLMFMPPS 

TaxuscuspidataBAPT      SDWRHSIYYEVDFGWGDAMNVSTMLQQQEHEKSLPTYFSFLQSTKNMPDGIKMLMFMPPS 

                        ************************************************************ 

kyaraBAPT               KLKTFKIEIEAMINKYVTKVCPSKL 

TaxusmediaBAPT          KLKTFKIEIEAMINKYVTKVCPSKL 

TaxuscuspidataBAPT      KLKKFKIEIEAMIKKYVTKVCPSKL 

                        ***.*********:*********** 

図 16 BAPTアミノ酸配列アライメント 赤字はアシル基転移酵素に保存性の高い配列 

Fig.16 Deduced amino acid sequence alignment of BAPT.  

Red letters are conserved motif in acyl transferase 
 



68 
 

AAAAAAAAAATTTCCCTTGTTCTGGTGTTTTAAAATGGGGATGTTACACTTGTGAGTTGATATTAGGTTTTTTAATAAT

CTCAAAATGAACCGAATATATTTCCCCATATTAAGGGGTATAGGGGGTTAAAGAATAAAGGTTTTTAAAAACATATT

GGGGGTGGGTTACGTGGAGTGGTATGAAGGAGGGATGAGGAATCGTGGAGATGAGGAATCGTGGAGCAGATGAATA

AGCCCTAAATTTACATCATTTTCATTGTGTGTGTTTTTCAAAGCTGTGACATGGTTTCTAGAGAAGCTATATATTTCTT

CATAGTAATGGCACTAGCTAACTCGCAATAGCTAGGACATCTTTCATAGTATCAATTTTAAGGTATATTTTTTGTGATT

TGATTCAATTTTTGTAGGAGAATGGATGTCATGAAGATTAATAAATTTAACTGACAAGAATGCAGCCACACTTGACCT

TTACCGTTACTATACAGAGTTTGATTAGTGTGACAAATATAGATAGGAAAAAAGGAAGAGAGACATCAAATTACACA

TATTAAGGGTATCTACCTTTCAAGTCCAATATGATTTGCATCAAGTTTTAAAGTGGAGTTACATAATTAAAATTTTGTG

AAAATGTAAGATATTAAATAAAGACTGAAGAGGTGGACATAAAGAGGGTATAATAAATGTCATAGGAAAATGAGTA

GTTTGGATATGTGGTAAAATAAGGAGTATTTAATAATTGAAAATTTGTATTGGTCGTGGGTGTGACTTTTAAAAGATT

GAGATATAGATTTGGAAATATGAGTATTATTTAATATCCTGTGAATGCATATGATAGGCAATAATTTGATATAGCGAA

TCCCTCGTGACTTTCGAAGTTATCTTCAAAGTACAATGCCTCAAGAATATGTGCATCACCCCCTTTCTCTTTCAAAAGG

TTCATAAAATTGACAAGTGTTCCGTATGTGACTAACTAGAAGAAAGAAGACGTTGAGCTACGATCCATCCAACAATT

TCTCTACCATTGAAAATTTCATGCTTCAACCCCCTTCCTTGTTACCCCTACTCTTCTTGCAATGTTTCAACTTCACACCT

TTAACTTTAACTTAACTTTAACTTCTTCAATGCCTCCCTATCAACATATCCATTACATTGCTTTGATCTAATTGCTAATA

TCTATAATACTCCTAAAAAATATAGTGGTGAACGACGAAGATCATGTTATGCATCAACAACACGCCACTACCAATCTT

CATCGTCCACTATCTACTTTGAAAATACCTCTCAACACAAAACTAAGCAATAACAAAGCACGAGTGCCACTAAAAGA

GCGCCTAGACCATAAAAGTATAAAAAAATAACGCATTAAAGAATTAAAAACGATTTGTTTGCTAGTAATTACCTAAA

ATAGAAACGAGTCAAGAGGGAATCTTTTTTGGATTTTTCGAGACAATAATACTATTGTTTTTATATAACTATTTAAAT

ATTTTTCTCTCTTCGAAAGTGCTTAAAAACGTGATGTTTTTAAGAGGGGGAAGATGGAACGTTGGGAAATGCTGCGG

GCAAGTGTAATGGGCGTCGTCAGATCAAAACATGAATATCTGATTAAACACGTGATATGCGCCTGCCGCCTGACTTA

CTTCACTCACTGCCACCTCTATTTAAAGTGGTTCTCCATACCATTGAAGACGTGTCCAACTCAGCATTTGATTTGGCAT

TTGCAATTTGGAATTCGTAATTTCAGTA GTTCCCCTGCCTCTCTGCAGAA 

図 10 TXS遺伝子上流配列と転写調節シス因子分析 
Fig.10 The 5 -flanking sequence of TXS and prediction of cis element 

下線:TATA Box     Under line:TATA Box 
GATABOX  配列:GATA 光応答性配列 sequence:GATA  light response cis element 

GT1cosensus配列 配列:GRWAAW  R=A/G; W=A/T 光応答性   

sequence:GRWAAW  light response cis element 

ABRE＝EBOX 配列:ACGTG アブシジン酸応答配列  

sequence:ACGTG abscisic acid response cis element 

GCCBOX 配列 GCCGCC エチレン応答配列  

sequence:GCCGCC  ethylene response cis element 

WBOX 配列 TTGAC  病害抵抗性 エリシターとサリチル酸応答性 

       sequence:TTGAC disease resistance  pathgene elicitor salicylic acid response cis element 

CAATBOX 配列 CAAT 転写調節 sequence: CAAT  transcription regulatory element 
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GACCAACGTGAAGAAAAAACCAAATAATCACCATCTATTTTGTAAAAGCAGTTTTGCAAGGTTCTTACT

CTCATAGATTAATAAACAGAATGTTTCGGGGAACTGTGCTAAACGGAGCTCTCGCTAATAACCGTCCTA

AAAATCAATGCCAACAAACAGATAAATCTATAACCCTCATTTTACTATATGCAAATTAATTGATTTGGA

TTTGTATCTGTATCTGAAGCGGGTTCAATTGTCTCTAAGAGGAAACCACTGCCTGTCACTGTTTTGATTG

ACGCTAAAACATTTCCCGCGGCCAGGTCAGGGCACAGTTACGCCACGTGGGTCCTGTCGGCTAGGGAG

GAGGGAATGCTCCACGTTGCAACATTTATTGGATTCATATTCCTGTTTTTATCGGTAATAGAGTTCGAAG

TGTATTTATAGGGTTTGTTTTGTGAAAAAATAACTATGCGTCAAATTATTTCCACGCAAATTATGCCTAT

TCACATTCCTATTGACAAATAATAATATTAATCAAGCACATGAAGCTTGTTTTTTAATTATTTAATTCTA

AATTGTGTGTTTTTGAAAATGAAAATTTCAACCTAGGAAATTTATTGTTTTAAAATTATATAGCTAGCTA

TATAATAATTATATTTTTCTAAAATAGATTTAAAGTACTTAAATTAAAAAAAAACATAATTATGTTGTTC

AATTGTATCTGAATGCTCCACATTACAACATTTATTAGATTTATATTCCCCTTTTATCCGTTTTTCTTTTG

TGATACATCAATTCTCTTGATCTAATTTTTCTTCTCCGTTGCATCCCTTTCAACATTCACATCATACATCT

AACATACTATTGCTAATTCTTAGTCTTGTGAATACATCTGTGATCCATCTTCTGAATAAATGAATCACAT

AGTGTCCAATCGTCCGTAATGAGCATTAAACAAAAGTTTGGAAATGGTAAATTTAATATATAATTCCTG

GAAAACTGTTAACGTCACTCCGGTTGAATATGGGGCCTCCATCGTTTCTTAATTTGGCTGTTTCGCTGAT

GGAATATAGACACATGTGAGTAATCACTGGCCCATGTTCAATGTATCATTTTCCCTACATAAACAATTA

TCCAGCTGCTCAATTCCCATCCTATTTTCTGAAAGCTTT TTCCTCTGTTCTGAATACTTAGAG 

 

図 11 BAPT遺伝子上流配列と転写調節シス因子分析 
Fig.11 The 5 -flanking sequence of BAPT and prediction of cis-acting element 
下線:イニシエーター配列     Under line:Initiator sequence 
GATABOX  配列:GATA 光応答性配列 sequence:GATA  light response cis element 

GT1cosensus配列 配列:GRWAAW  R=A/G; W=A/T 光応答性   

sequence:GRWAAW  light response cis element 

ABRE＝EBOX 配列:ACGTG アブシジン酸応答配列  

sequence:ACGTG abscisic acid response cis element 

MYB結合領域 配列WAACCA 水ストレス脱水応答配列  

        sequence:WAACCA dehydoration response element 

WBOX 配列 TTGAC  病害抵抗性 エリシターとサリチル酸応答性 

       sequence:TTGAC disease resistance  pathgene elicitor salicylic acid response cis element 

CAATBOX 配列 CAAT 転写調節 sequence: CAAT  transcription regulatory element 
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第 3章 タキソイド生成能を有する新規植物の探索 
3-1 緒言  
 タキソールを始めとしたタキソイド類はこれまでイチイ属樹木特有の二次代

謝物と考えられてきた。そのため、タキソールの供給のためにイチイが乱獲さ

れ、その保全が問題となることもあった。そこで、タキソイドを生産する新規

植物を探索することで、タキソールおよび前駆物質 BaccatinⅢの供給源の選択性
を高めることは大変意義深いと考えられる。特に、日本での供給を堅固なもの

とすることを考えれば、日本の生育環境に適した日本特有の樹木が望ましい。 
 そこで、イチイ属以外で唯一のイチイ科樹木であり、日本固有の樹木である

カヤ(Torreya nucifera)に着目し、生合成関連酵素遺伝子の解析並びに代謝物の解
析に基づき、そのタキソイド生成能について調べた。 

 
3-2 実験 
3-2-1 カヤのタキソール生成関連酵素遺伝子の存在確認 
植物材料 
本研究では、試料として東京大学大学院理学系研究科附属小石川植物園より

採取したカヤの葉を使用した。 
 
ゲノム DNAの調製 
 材料として用いたカヤの葉を材料として、2-2-1の場合と同様に Phytopure plant 
DNA extraction kit(GEヘルスケア社)を用いて、メーカーの標準プロトコールにし
たがい、ゲノム抽出を行った。 
 
プライマーの設計及び PCR条件 
現在推定されているタキソール生合成経路を Fig. 1に示した。またその生合成
経 路 上 で 既 知 の タ キ ソ イ ド 生 成 関 連 酵 素 の う ち

GGPPS(geranylgeranyldiphosphatesynthase),TXS(taxadienesynthase), 
(taxadiene -hydroxylase),BAPT(3-amino-3-phenylpropanoyl-13-O-transeferase)

の計 4種類の酵素遺伝子のプライマーを、塩基配列既知の Taxus ×  media、 Taxus 
brevifolia の塩基配列を基に作成した(Hefner ら 1998, Wildung and Croteau1996, 
Jennwein ら 2001, Walker ら 2002a) 。 DNA polymerase は ExTaq DNA 
polymerase(Takara社)を用い、PCR反応槽は Gene Amp2700(ABI社)を使用した。
温度サイクルは、94℃- -(94℃- 、各アニール温度にて- 、72℃- サイ

クル-72℃- を基本とし、テンプレートとプライマーの組み合わせごとにアニー
ル温度を変化させ、最適条件を探った。最終的に用いたプライマーの塩基配列

とアニール温度を Table 1に示した。 
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図 1タキソール生合成経路と今回調べたタキソール生成酵素 
Fig. 1 Taxol biosynthetic pathway and enzymes 
GGPPS(geranylgeranyl diphosphate synthase)   TXS(taxadiene synthase) 
 -hydroxylase) BAPT(3-amino-3-phenylpropanoyl-13-O-transferase) 

 
 

表 1 プライマー配列とアニール温度 

Table 1 Primer sequences and annealing temperature 
酵素名 

Enzyme name 

配列 

Primer sequence 

アニール温度 

Annealing temperature 

GGPPS  F agcccacaaatcacaaggtc 
56℃ 

GGPPS  R ccgaattctcgcaatctcat  

TXS    F agcactggcactagcaaggt   
53℃ 

TXS     R attcgataccccatgatcca 

BAPT   F atccgctctgttctgaatac 
53℃ 

BAPT   R ggtcctcaatatctgtatcc  

T H     F ggtaaaagacctcgtcttctccgtcg 
57℃ 

T H    R tctccttgtccgccagtgaattcc 

F:forward,R:reverse 
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PCR産物の確認と産物の TAクローニングと塩基配列の解析 
2章の場合と同様に、PCR産物をアガロースゲル電気泳動確認後、TAクロー
ニングを行い、T7プロモーターおよび SP6プロモーター塩基配列に対応するプ
ライマーを用いた PCRにより、陽性クローンの絞り込みを行った。陽性クロー
ンでは、プリズム 310DNA 解析装置（ABI 社）を用いて塩基配列の解析を行っ
た。また、得られた塩基配列に対して DDBJ(DNA Data Base of Japan)の BLAST
検索を用いて、既知のものとの相同性を調べた。 
 
ドットブロットハイブリダイゼーション 
 カヤでの TXSの存在可能性をより詳しく探るため、オリゴ DNA をプローブ
としたドットブロットハイブリダイゼーションを行った。 
 カヤの葉から抽出した DNA 溶液をナイロントランスファーメンブレン
Hybond-N＋(Amersham社)に固定し、市販の核酸直接標識・検出試薬キットであ
る AlkPhos Direct(GEヘルスケア社)を用いて、Taxus brevifoliaの塩基配列をもと
に作成した TXSのプローブ(Table2)にアルカリホスホターゼを標識し、ハイブリ
ダイゼーションを行った。洗浄を繰り返し、ノイズが小さくなったと判断した

ところで、CDP-Star 化学発光薬品を用いて、ジオキセタン誘導体基質とプロー
ブに標識したアルカリホスホターゼの反応を検出するため、一晩露光して、写

真撮影した。撮影にはインスタント化学発光検出器のミニカメラ RP2069（GE
ヘルスケア社)を用いた。 
 
表 2ドットブロットハイブリダイゼーションに用いたプローブ 

Table 2 Sequences of probe for dot blot hybridization 

TXS1  aatgcagcgctgaagatgaatgcattggggaacaaggcaatccacgatccaa(52bp) 
TXS2 cgaattgcagagccaaatctgaggggcaaatgatgtgggtttgctccaaatcagggcgaaccagagtaaaa 

atgtcgagaggaagtggtggtcctggtcc(100bp) 

TXS3 tgtcgtaatg atgagcagta gcactggcac tagcaaggtg gtttccgaga cttccagtac(60bp) 
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サザンブロットハイブリダイゼーション 
カヤの葉から抽出した DNAを 2種類の制限酵素 HindⅢと EcoRⅠを同時に用
いて処理し(double digest処理)、アガロースゲル電気泳動を行った。電気泳動を
行ったゲルを、10×SSC(standard saline citrate）で浸した濾紙の上に置き、ゲルの
上に Hybond N+メンブレンを乗せ、DNAのトランスファーを一晩行った。その
後、2.2.1 と同様に 254nm の UV を照射して DNA を固定した。市販の AlkPhos 
Direct(GEヘルスケア社)のプロトコールに従い、55℃で一晩ハイブリダイゼーシ
ョンを行った。この際、イチイ属樹木のキャラボク(Taxus cuspidata var.nana)の
DNAをテンプレートにして、Table3に示したプライマー(BAPT遺伝子由来のプ
ライマーに関しては F1,R1 の組み合わせのみ)を用いて PCR を行い、その PCR
産物(TXS遺伝子 877bp、BAPT遺伝子 444bp、 遺伝子 311bp) のシーケンス
を確認後、プローブとして使用した。65℃で洗浄した後、一晩露光して状態を
観察した。 

 
ゲル抽出と PCR解析 
カヤの葉から抽出した DNAを HindⅢと EcoRⅠで double digest処理して、ア
ガロースゲル電気泳動を行い、サザンハイブリダイゼーションでバンドが確認

できた部分を切り出して、QIAquik Gel Extraction kit (QIAGEN社)を用いてゲル
からのフラグメント抽出を行った。ゲルから抽出したフラグメント DNAをテン
プレートにして、Table3のプライマーを用いて PCRを行い、PCR産物をアガロ
ースゲル電気泳動によりサイズを確認した。PCR はサーマルサイクラー
Veriti200(ABI社)を用いて、94℃-2分-(94℃-30秒,53℃ -30秒,72℃-2分)×30サイ
クル-72℃-3分の反応サイクルで行った。 
次に得られた PCR産物を、pGEM-T Easy Vector SystemⅠ(PROMEGA社)を用
いて TAクローニングをした。コンピテントセルは E.coli ARA社)を
用い、アンピシリン 入りの LB 培地上、37℃で一晩培養した。コロニ
ーからボイル法で DNAを調製し、pGEM-T Easy Vector SystemⅠのクローニング
サイトの両側にあるT7プロモーターおよび SP6プロモーター配列のプライマー
を用いた PCRによりサイズ確認を行い、陽性クローンの絞り込みを行った。バ
ンドが確認できたものは、シーケンス解析サービス（OPERON 社）に委託して
配列を取得した。 
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表 3 プローブ作成およびゲル抽 PCRに用いたプライマー 
Table 3 Primers specific for taxol biosynthetic enzymes 

TXSF1 agcactggcactagcaaggt   

TXSR2 attcgataccccatgatcca 

TXSF2 atgcgatcga ttgcttaacac 

TXSR2 tccagcagat cgatggaatac 

BAPTF1 atccgctctg ttctgaatac 

BAPTR1 ggtcctcaat atctgtatcc 

BAPTF2 acgacgcatc atggaagaat 

BAPTR2 agtgctcacg ttcattgcat 

F: forward, R: reverse 

 
GenomeWalker Universal kitを用いたクローニング 
 2 章の場合と同様に、カヤの DNA を DraⅠ,EcoRⅤ,PvuⅡ,StuⅠの 4 種類の平
滑末端制限酵素で切断し、GenomeWalker Universal kitを用いて、Fig.2に示すア
ダプターを付加したのち、アダプタープライマーと TXS,BAPT の部分配列より
作製した特異的なプライマーを用いて、Fig.3 の条件で PCR を行った。 この
PCR 産物の結果を電気泳動で確認し、オペロン社のシーケンス解析サービスに
委託してその配列を取得した。  
 
5 -GTAATACGACTC(ACTATAGGGCACGCGTGGTCGTCG)ACGGCCCGGGCTGGT-3  

                         3 -H₂N-CCCGACCA-PO₄-5  

図 2 アダプター配列 アンダーラインは AP1配列 ()内配列が AP2配列 
Fig.2 Sequence of the adaptor and adaptor primers 
 

AP1,AP2の PCRの条件： 94℃       25sec  ×AP1  7cycle 
72℃        3min  ×AP2  5cycle 
94℃         25sec   ×AP1  36cycle 
67℃        3min  ×AP2  24cycle 
67℃      7min 

4℃        ∞ 

図 3 Genome Walker kitの PCR条件 
Fig.3 Conditionof PCR cycle for Genome Walker kit 
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3-2-2 カヤの葉の成分分析 
 タキソールの存在を確認するために、カヤの葉のから成分を抽出して HPLC
で分析を行った。また、イチイ属樹木のイチイとキャラボクの成分分析も同様

に行い、比較検討の対象とした。 
 
分析サンプル調整 
 採取してきたイチイ、キャラボク、カヤの葉をシリカゲル入りのナイロンバ

ッグに入れ乾燥させた。乾燥した葉を液体窒素で凍結させたのち、乳鉢・乳棒

で粉末状にして、1g に対して 6ml のメタノールに浸漬した。その後、9500rpm
で 5 分間遠心分離を行い、メタノール層を回収し、エバポレーターを用いて、
デシケーター内でメタノールを飛ばした。次に、乾固させたサンプルを滅菌水

500μlとクロロホルム 500μlで溶出し、クロロホルム層を回収した。先ほどと
同様にデシケーター内でクロロホルムを飛ばして、サンプルを 500μl のメタノ
ールに溶解して、Systech株式会社の C18Maxi-Cleanカートリッジに通したもの
をサンプルとして HPLC で分析を行った。また、フナコシ株式会社より購入し
た Taxolと SIGMA社より購入した BaccatinⅢを標品として使用した。 
 
HPLCの条件 
 JASCO のオートサンプラーAS-2057Plus、ポンプ PU-2089Plus、UV 検出器
UV-2098Plusを用い、カラムにはSHISEIDOのC18系のMGⅡType(粒径3μm φ
4.6mm×150mm)を用いた。 
 測定にはサンプル 3μl使用した。移動相は、流量 0.5ml/minで、MeOH：H₂O
＝70:30から 25分間でMeOH：H₂O＝100:0に変化させた。その後 7分間 MeOH：
H₂O＝100:0で流した。検出器は、UV検出器を用い、波長は 228nmで検出した。 
 また上記の UV 測定器によって、主要なピークのスペクトルを取り、物質同
定の手掛かりとした。 
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3-3 結果 
3-2-1 カヤのタキソール生成関連酵素遺伝子の存在確認 
 PCR法によって読めたタキソイド生成関連酵素遺伝子の BAPT遺伝子、TαH
遺伝子、一般的なジテルペン合成酵素である GGPPS 遺伝子の 3 つの 酵素をコ
ードしていると思われる部分配列を得た。BLAST検索を用いて、今回読めたカ
ヤの GGPPS 遺伝子配列と、他の植物の GGPPS 遺伝子配列との相同性を調べた
ところ、イチイ属のものと 92%の相同性を示して最も高く、次にトウヒ属、モ
ミ属という順番であった。この 3つの属の GGPPS遺伝子配列とのアライメント
図を Fig. 4 に示した。次に、今回読めた BAPT 遺伝子と T H 遺伝子を BLAST
検索にかけたところ、イチイ属で既知の配列と 98%以上の高い相同性を示し、
カヤはこれら 2つの酵素遺伝子を有している可能性が示された。BAPT遺伝子、
T H遺伝子とイチイ属で既知の配列とのアライメント図を Fig. 5, 6に示した。
BAPT遺伝子、T H遺伝子はもちろん、GGPPS遺伝子もカヤ属では報告がなく、
今回が初めての報告例となった。 
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PiceaabiesGGPPS        AGCCTACAAACCACAAGGTCTTTGGTGAAGGCACCGCTGTTCTTGCAGGGGATGCACTGC 

AbiesgrandisGGPPS      AGCCTACAAACCACAAGGTCTTCGGGGAAGGCACTGCTATTCTTGCAGGGGATGCACTGC 

kayaGGPPS              AGCCCACAAATCACAAGGTCTTTG-AGAGGACACTGCTGTTCTTGCAGGGGATGCTCTGC 

TaxusmediaGGPPS        AGCCAACAAATCACAAGGTCTTTGGAGAGGACACTGCTGTTCTTGCAGGGGACGCCCTGC 

                       **** ***** *********** *  ** * *** *** ************* ** **** 

PiceaabiesGGPPS        TTTCATTTGCATTTGAACACATTGCAGTGTCCACAAGCAAAAGTGTGGGGAGTGATAGGA 

AbiesgrandisGGPPS      TTTCATTTGCATTTGAACACATTGCAGTATCCACAAGCAAATCTGTGGGGACTGATAGGA 

kayaGGPPS              TTTCATTTGCATTTGAGCATATTGCAGTGACTACAAGCAAAATTGTGCCTAGTGATAGGA 

TaxusmediaGGPPS        TTTCATTTGCATTTGAGCATATTGCTGTGGCTACAAGCAAGACTGTGCCTAGTGATAGGA 

                       **************** ** ***** **  * ********   ****   * ******** 

PiceaabiesGGPPS        TTTTGAGGGTGGTATCTGAATTGGGTAGAACAATAGGCTCTCAAGGGCTCGTGGGTGGGC 

AbiesgrandisGGPPS      TTTTGAGGGTGGTATCTGAATTGGGTAGAACAATAGGCTCCCAAGGGCTTGTGGGTGGGC 

kayaGGPPS              CTTTGAGGGTGATATCTGAATTGGGTAAGACAATAGGCTCTCAAGGGCTTGTAGGGGGAC 

TaxusmediaGGPPS        CTTTAAGGGTGATATCTGAATTGGGTAAGACAATAGGCTCTCAAGGGCTTGTAGGGGGGC 

                        *** ****** ***************  *********** ******** ** ** ** * 

PiceaabiesGGPPS        AGGTTGCTGATATTACGAGTGAGGGGAATGCTTCTGTTGACCTTGATACTCTG-GAATGG 

AbiesgrandisGGPPS      AGGTTGCTGATATTACGAGTGAGGGCGATGCTTCTGTTGACCTTGACACTCTG-GAATGG 

kayaGGPPS              AGGTTGTTGATATTACATGTGAGGGGGATACTGCTGTTGACCTGAAAACTCTGTGAATGG 

TaxusmediaGGPPS        AGGTGGTTGATATTACATCCGAGGGGGATGCTAATGTGGACCTGAAAACCCTG-GAATGG 

                       **** * *********    *****  ** **  *** *****  * ** *** ****** 

PiceaabiesGGPPS        ATTCACATTCATAAGACTGCAGTGCTCTTGGAGTGCTCAGTTGTGTGTGGGGCGATCATC 

AbiesgrandisGGPPS      ATTCACATTCATAAGACTGCAGTGCTATTGGAGTGCTCAGTTATGTGTGGGGCGATCATT 

kayaGGPPS              ATTCATGTACACAAGACTG--GTGCTCTTGGAATGTTCAGTTGTGAGTGGAGGGATCCTT 

TaxusmediaGGPPS        ATTCATATACACAAGACTGCTGTGCTCTTGGAATGTTCAGTTGTGAGTGGAGGGATCCTT 

                       *****  * ** *******  ***** ***** ** ****** ** **** * **** *  

PiceaabiesGGPPS        AGTGGTGCTTCAGAGAATGAGATTGAGAGAGTTAAA 

AbiesgrandisGGPPS      AGTGGTGCTTCAGACAATGAGATTGAGAGAATTCAA 

kayaGGPPS              GGTGGTGCTACAGAGGATGAGATTG-GAGAATTCGG 

TaxusmediaGGPPS        GGTGGTGCTACAGAGGACGAGATTGCGAGAATTCGG 

                        ******** ****  * ******* **** **    

 

図 4 GGPPS遺伝子のアライメント  下線はプライマー部分 

Fig. 4 Genome sequence alignment of GGPPS partial sequences  Under line : primer site 

相同性     Taxus x media geranylgeranyl diphosphate synthase(898-1232bp) 311/336 (92%) 

homology   Picea abies geranylgeranyl diphosphate synthase (548-871bp)    281/336 (84%) 

Abies grandis geranylgeranyl diphosphate synthase(609-940bp)  277/335 (83%) 
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TaxusmediaBAPT          ATCCGCTCTGTTCTGAATACTTAGAGATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCCATG 

TaxuscuspidataBAPT      --------------------------ATGAAGAAGACAGGTTCGTTTGCAGAGTTCCATG 

kayaBAPT                ATCCGCTCTGTTCTGAATACTTAGAGATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCCATG 

                                                  ******************** ************* 

TaxusmediaBAPT          TGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCC 

TaxuscuspidataBAPT      TGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCC 

kayaBAPT                TGAATATGATTGAGCGGGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCC 

                        **************** ******************************************* 

TaxusmediaBAPT          CTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTG 

TaxuscuspidataBAPT      CTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTG 

kayaBAPT                CTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTTGTCTACGCTG 

                        ************************************************* ********** 

TaxusmediaBAPT          CCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGG 

TaxuscuspidataBAPT      CCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGG 

kayaBAPT                CCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAGAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGG 

                        ********************************* ************************** 

TaxusmediaBAPT          TGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTG 

TaxuscuspidataBAPT      TGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTG 

kayaBAPT                TGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTG 

                        ************************************************************ 

TaxusmediaBAPT          AAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTT 

TaxuscuspidataBAPT      AAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTT 

kayaBAPT                AAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTT 

                        ************************************************************ 

TaxusmediaBAPT          CAGTCTTAACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTAC 

TaxuscuspidataBAPT      CAGTCTTAACAGATCTGGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTAC 

kayaBAPT                CAGTCTTAACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTAC 

                        **************** ******************************************* 

TaxusmediaBAPT          CACAGGATACAGATATTGAGGACC 

TaxuscuspidataBAPT      CACAGGATACAGATATTGAGGACC 

kayaBAPT                CACAGGATACAGATATTGAGGACC 

                        ************************ 

図 5 BAPT遺伝子のアライメント  下線はプライマー部分 

Fig. 5 Genome sequence alignment of BAPT partial sequences Under line : primer site 

相同性    Taxus x media phenylpropanoyltransferase (BAPT) mRNA(58-501bp)  441/444 (99%) 

homology  Taxus cuspidata phenylpropanoyltransferase (BAPT) mRNA(1-418bp)  413/418(98%) 
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kayaTαH                GGTAAAAGACCTCGTCTTCTCCGTCGCAAGCCGCTTGTTTTTTGGTATAACTGAGGAG 

TaxusmediaTαH          GGTAAAAGACCTCGTCTTCTCCGTCGCAAGCCGCTTGTTTTTTGGTATAACTGAGGAG 

TaxuschinensisTαH      GGTAAAAGACCTCGTCTTCTCCGTCGCAAGCCGCTTGTTTTTTGGTATAACTGAGGAG 

                       ********************************************************** 

kayaTαH                CACCTGCAGGAGCAACTTCATAACTTGTTGGAAGTTATTCTTGTGGGATCTTTTTCTGTT 

TaxusmediaTαH          CACCTGCAGGAGCAACTTCATAACTTGTTGGAAGTTATTCTTGTGGGATCTTTTTCTGTT 

TaxuschinensisTαH      CACCTGCAGGAACAACTTCATAACTTGTTGGAAGTTATTCTTGTGGGATCTTTTTCTGTT 

                       *********** ************************************************ 

kayaTαH                CCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATTCAGGCAAGGGCCACCCTCGCT 

TaxusmediaTαH          CCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATTCAGGCAAGGGCTACCCTCGCT 

TaxuschinensisTαH      CCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATGCAGGCAAGGGCCACCCTCGTT 

                        ************************************** *********** ******* * 

kayaTαH                GACATCATGACCTCTTTGATAGAAAAGAGGAGAAATGAGCTGCGTGCAGGCACTGCATCT 

TaxusmediaTαH          GACATCATGACCTCTTTGATAGAAAAGAGGAGAAATGAGCTGCGTGCAGGCACTGCATCT 

TaxuschinensisTαH      GACATCATGACCTCTTTGATAGAAAAGAGGAGAAATGAGCTGCGTGCAGGCACTGCATCT 

                        ************************************************************ 

kayaTαH                GGGAATCAAGATTTGATCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGAAAGGGGGAATTCACTG 

TaxusmediaTαH          GAGAATCAAGATTTGCTCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGAAAGGGGGAATTCACTG 

TaxuschinensisTαH      GAGAATCAAGATTTACTCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGAAAGGGGGAATTCACTG 

                        * ************  ******************************************** 

kayaTαH                GCGGACAAGGAGA 

TaxusmediaTαH          GCGGACAAGGAGA 

TaxuschinensisTαH      GCGGACAAGGAGA 

                        ************* 

 

図 6 TαH遺伝子のアライメント 下線はプライマー部分 

Fig. 6 Genome sequence alignment of TαH partial sequences Under line :primer site 
相同性   Taxus x media taxane 13-alpha-hydroxylase(618-930bp)      310/313(99%) 
homology Taxus chinensis  taxane 13-alpha-hydroxylase(532-844bp)     307/313(98%) 
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次に、ドットブロットハイブリダイゼーションの結果を Fig. 7に示す。 
この結果、カヤの DNA部分にイチイの DNAの場合と同様のスポットを確認す
ることができ、TXSの存在可能性が示された。 
 

 
図 7 ドットブロットハイブリダイゼーション結果 
Fig.7 Dot blot hybridization analysis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



87 
 

PCR 法とドットブロットハイブリダイゼーションの結果を受けて、タキソー
ル生産のキーエンザイムである TXS遺伝子と BAPT遺伝子の存在可能性をより
強めるために、サザンハイブリダイゼーションを行った。 
その結果を、Fig. 8に示す。 
 このサザンブロットハイブリダイゼーションで、はっきりとしたバンドは見

られなっかった。しかし、DNA自体にドットブロットの場合よりも強いシグナ
ルを示し、制限酵素処理したサンプルに関してスメアながら、9kb～4kb のあた
りに TXSをコードする遺伝子と BAPTをコードする遺伝子が含まれていること
が示唆された。次に、この部分をゲル抽出したものをテンプレートとして、Table3
に記載したサザンブロットハイブリダイゼーションに用いるプローブを作るの

に使用したプライマーを用いて PCRを行った。その結果を Fig. 9に示す。 
 
 
 

 
 
図 8 カヤ(Torreya nucifera) のサザンハイブリダイゼーション結果   
Fig. 8 Result of Southern hybridization  
a：プローブ TXS1 (プライマーF1R1 set),b：プローブ BAPT 1 (プライマーF1R1 set) 
各図左より：①:イチイ、②：カヤ、③キャラボクの DNA 
それら 3サンプルの HindⅢと EcoRⅠによる double digest処理サンプル  
左はマーカーサイズ  
 
Southern hybridization analysis. genomic DNA was double digested with HindⅢand 
EcoRⅠ. 
a： TXS1 (primerF1R1 set) b： BAPT 1 (primerF1R1 set) 
①: Taxus cuspidata、②：Torreya nucifera、③Taxus cuspidata var. nana 
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これまで PCRがかからなかった TXSにおいて、初めて PCR産物がはっきりと
確認できた。これは、サザンハイブリダイゼーションでシグナルが見られた部

分をゲル抽出してテンプレートとしたため、余計な DNA部分が少なく、プライ
マーがアニーリングしやすかったためと考えられる。 
 

 
図 9 ゲル抽出 PCRの電気泳動図 

Fig. 9 Electrophoretogram of gel extraction PCR products 
左から TXS1,TXS2,BAPT1,BAPT2 

 
上記のバンドの配列から上向き(5 末端に向かう方向)と下向き(3 末端に向かう
方向)のプライマーを作成し、ゲノムウォーキングを行った。 
ゲル抽出 PCRと Genome walker kit(Clontech社)を用いて読めた配列(Fig. 10, 11)
を章末に記載し、それらをまとめた図を Fig. 12に示した。 
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図 12 ゲル抽出 PCRとゲノムウォーキングで読めた配列のまとめ 
Fig. 12 Results of TXS and BAPT sequence by gel extraction PCR and Genome 
Walking 
 
 
 Fig. 12に示したように、TXS遺伝子に関しては全長 3990bpの内 3248bpの配
列情報を取得した。この中には、2 章で言及した TXS の活性に必要だと考えら
れている 80～93 残基の部分と、テルペン環化に重要の DD××D というモチー
フををコードしていると思われる部分が含まれていた。BAPT 遺伝子に関して
は、全長 1514bpの mRNA配列の内 444bpと 712bpの遺伝子情報を取得した。 
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3-2-2 カヤの葉の成分分析 
 まず標品のタキソールと BaccatinⅢのクロマトグラムとスペクトル図を
Fig.13-16に示す。 
 この結果、Fig. 13および Fig. 15に示すように、Taxolのリテンションタイム(tR)
は 13.0min、BaccatinⅢの tRは 6.2minであることが分かった。また、Fig. 14に示
すように Taxolの極小波長は 216nm,極大波長は 232nmであり、Fig. 16に示すよ
うに BaccatinⅢの極小波長は 214nm、極大波長は 232nmであることが分かった。 
 また Fig. 14, 16のように、220nmあたりに極小値を取り、228~237nmの間で極
大値を示すのが、タキソイド類に共通の特徴であることが報告されている

(Ketchum1993)。 
 次に、イチイ、キャラボク、カヤのクロマトグラムを Fig. 17-19に示す。その
結果、3つに共通して tR7.0minの付近にピークを確認することができた。 
この tR7.0minのピークのスペクトルを測定し、Fig. 20-22に示した。Fig. 20-22
に示したように、ピークの高さに差はあるものの、どれも 220nm あたりに極小
値を取り、228~237nm の間で極大値を示す物質であり、タキソイド類縁体の可
能性が高いと考えられる。(イチイ抽出物 tR7.0min 極小値 216nm極大値 237nm、
キャラボク抽出物 tR7.0min 極小値 222nm 極大値 236nm、カヤ抽出物 tR7.0min
極小値 220nm 極大値 237nm) 
 その他のピークに関してもスペクトルを調べてみたが、どれもタキソイド特

有の波形を示さなかった。 
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Area% 

高さ% 
Height% 

1 6.0 292000  22000  8.50  8.88  

2 6.4 286000  22300  8.31  9.01  

3 11.9 400000 29900  11.6  12.1  

4 13.0 2460000  173000  71.6  70.0  

図 13 タキソール標品 クロマトグラム 
Fig. 13 HPLC analysis of authentic preparation Taxol 
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図 14タキソール標品のスペクトル 
Fig. 14 Absorption spectrum of Taxol 
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1  6.2  1380000  90300  
図 15 BaccatinⅢ 標品クロマトグラム 

Fig. 15 HPLC analysis of authentic preparation BaccatinⅢ 
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図 16 BaccatinⅢスペクトル 
Fig. 16 Absorption spectrum of BaccatinⅢ 
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ピーク番号 

Peak number 
tR 

面積 
Area 

高さ 
Height 

面積% 
Area% 

高さ% 
Height% 

1 2.7  491000  34500  6.70  10.2  
2 3.9  1641000  37600  22.6  11.2  
3 4.4  2490000  130000  34.2  38.6  
4 5.0  652000  39000  8.96  11.5  
5 5.8  102000  5200  1.40  1.55  
6 7.0  331000  18000  4.55  5.38  
7 8.4  195000  12700  2.68  3.78 
8 8.7  131000  8200  1.80  2.44  
9 10.2  187000  8600  2.57  2.54  
10 19.1  729000  30200  10.0  8.95  
11 21.4  179000  7270  2.46  2.15  
12 22.3  149000  6030  2.04  1.79  

 
図 17イチイの葉の抽出成分 HPLC分析クロマトグラムとピークデータ 

Fig. 17 HPLC analysis of Extracts from Taxus cuspidate leaf and peak table 
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ピーク番号 

Peak number 
tR 

面積 
Area 

高さ 
Height 

面積% 
Area% 

高さ% 
Height% 

1 2.8  261000  27500  4.71  6.01  

2 3.8  176000  17000  3.17  3.72  

3 4.4  408000  75100  7.35  16.4  

4 5.0  481000  118000  8.67  25.7  

5 6.2  51300  8760  0.925  1.92  

6 7.0 228000  11900  4.10  2.60  

7 8.2  147000  12200  2.65  2.67  

8 8.5  85800  7130 1.55 1.56  

9 10.0 72700  5030  1.31  1.10  

10 11.1  113000  6100  2.03  1.33  

11 12.3  128000  12300  2.30  2.69  

12 12.8  88300  7500  1.59  1.64 

13 13.2  55900  5010 1.01  1.10  

14 17.2  480000  19900  8.65  4.35  

15 18.9  1800000  81500  32.5  17.8  

16 19.7  164000  7470  2.96  1.64  

17 22.0  280000  14100  5.04  3.09  

18 24.0  529000  21000  9.53  4.61  

図 18 キャラボクの葉の抽出成分の HPLCクロマトグラムとピークデータ 
Fig. 18 HPLC analysis of Extracts from Taxus cuspidatevar.nana leaf and peak table 
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ピーク番号 

Peak number 
tR 

面積 
Area 

高さ 
Height 

面積% 
Area% 

高さ% 
Height% 

1 3.4  553000  42000  9.66  11.0  
2 4.3 291000  18400  5.07  4.85  
3 4.8  161000  6370  2.81  1.68  
4 7.0 221000  10800  3.86  2.84  
5 8.6  63200  5380  1.10  1.42  
6 8.9  557000  29000  9.72  7.65  
7 10.5  305000  43600  5.33  11.5  
8 12.3  123000  9300  2.15  2.45  
9 12.9  418000  22000  7.30 5.81  
10 13.9  218000  8980  3.80  2.36  
11 14.2  81400  5050  1.42  1.33  
12 15.5  121000  7690  2.11  2.02  
13 17.6  1690000  88900  29.5  23.4  
14 20.6  214000  14200  3.73  3.73  
15 21.0  44700  6410  0.780  1.69  
16 22.4  169000  12500  2.95  3.29  
17 22.5  96300  10400  1.69  2.73  
18 28.6  181000  18500  3.16  4.88  
19 28.9  105000  11500  1.84  3.02  
20 29.3  117000  9000  2.04  2.37 
図 19 カヤの葉の抽出成分の HPLCクロマトグラムとピークデータ 

Fig. 19 HPLC analysis of Extracts fromTorreya nucifera leaf and peak table 
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図 20カヤの葉の成分分析 tR7.0ピークのスペクトル 

Fig. 20 Absorption spectrum of tR7.0 product from Torreya nucifera leaf 
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図 21イチイの葉の成分分析 tR7.0ピークのスペクトル 

Fig. 21 Absorption spectrum of tR7.0 product from Taxus cuspidata 
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図 22キャラボクの葉の成分分析 tR7.0ピークのスペクトル 

Fig. 22 Absorption spectrum of tR7.0 product from Taxus cuspidate var.nana 
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図 23 イチイ、キャラボク、カヤの抽出成分 tR7.0minの物質のスペクトルと 
Baccatin Ⅲのスペクトルの比較 

Fig. 23 Compariso Absorption spectrum 
緑：イチイの抽出成分 
茶色：キャラボクの抽出成分 
青：カヤの抽出成分 
水色：BaccatinⅢ 
 
Green line:Spectrum of tR7.0min product extracted from Taxus cuspidata 
Brown line: Spectrum of tR7.0min product extracted from Taxus cuspidate.var.nana. 
Blue line: Spectrum of tR7.0min product extracted from Torreya nucifera 
Light-Blue line: Spectrum of BaccatinⅢ 
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3-4 考察 
 イチイ科植物のカヤにおいて、GGPPS遺伝子、TXS遺伝子、BAPT遺伝子、T H
遺伝子の部分配列を読むことができた。 
 一般的なジテルペンであるゲラニルゲラニル二リン酸の生成酵素遺伝子であ

る GGPPS遺伝子の相同性は、イチイ科の Taxus x media とは 92%という高い相
同性を示し、Picea abiesとは 84% 、Abies grandi とは 83%の相同性となり、同
じイチイ科のイチイ属とは相同性が高く、マツ科とは比較的低い相同性を示し

た。 
 PCR法、ゲル抽出 PCR法、ゲノムウォーキング法により配列を確認すること
ができた TXS遺伝子、BAPT遺伝子、T H遺伝子の相同性は全て 95%以上の高
い値を示した。また、TXSに関しては、Fig. 8に示したように、2章で言及した
TXSの活性に必要だと考えられている 80～93残基の部分と、テルペン環化に重
要なDD××Dというモチーフをコードしていると思われる部分が含まれていた。
このことから、この部分は TXSの機能を有していることが期待される。 
これまで、イチイ属を除いてタキソイドの生産が報告されている樹木は西洋

ハシバミしか報告がなかった(Bestosoら 2006)。しかし、その西洋ハシバミもタ
キソイド生成関連酵素遺伝子に関する記述はない。今回の発見はイチイ属樹木

以外でタキソイド生成関連酵素遺伝子を持つ植物の最初の報告である。 
 また、このことから、タキソイド骨格という非常に特殊な構造のためか、タ

キソイド生成関連酵素の遺伝子配列は非常に高い保存性を有していることが分

かった。 
  
次に、成分分析の結果を見ていくと、キャラボクの葉からの抽出成分の HPLC
分析結果において、Baccatin Ⅲと同じリテンションタイムである tR6.2min にピ
ークが確認された。しかし、スペクトルを比較した結果、BaccatinⅢではなかっ
た。 
また、カヤの葉からの抽出成分の HPLC分析結果において、Taxolと近いリテ
ンションタイムである tR12.9minにピークが確認されたが、スペクトルを比較し
た結果、Taxolではなかった 
今回は、イチイ、キャラボク、カヤ全ての葉の抽出物からタキソールおよび

BaccatinⅢの存在を確認することはできなかった。ポジティブコントロールとな
るべきイチイやキャラボクからもタキソールと BaccatinⅢの存在が確認できな
かったのは、タキソールおよび BaccatinⅢの含有量が非常に少ないためと考えら
れるので、存在を確認するためには、これまでの研究を参考にメチルジャスモ

ン酸などで誘導をかける必要があったと考えられる。 
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 しかし、その中で、イチイ、キャラボク、カヤの成分分析クロマトグラムで

共通して見られた tR7.0min のスペクトルを確認したところ、それぞれのピーク
の大きさの違いはみられるものの、3つ全てで、タキソイドの特徴である 220nm
あたりに極小値を取り、228~237nm の間で極大値を示すスペクトルが確認でき
た。このことから、カヤの葉にタキソイド関連物質が存在している可能性を示

した。 
 
 今回の研究結果によって、タキソイド生成関連酵素遺伝子セットを有してい

ることが示唆された。また、タキソイド類縁体の存在の可能性も示唆され、遺

伝子と生成物両方の側面からカヤのタキソイド生成能を裏付けることができ、

これまでイチイ属樹木特有の二次代謝物だと考えられてきたタキソイドの存在

がイチイ科樹木へと広がっていることが明らかとなった。 
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TaxusmediaTXSmRNA        TCCTGGTCCTGTCGTAATGATGAGCAGTAGCACTGGCACTAGCAAGGTGG-TTTCCGAGA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TCCTGGTCCTGTCGTAATGATGAGCAGTAGCACTGGCACTAGCAAGGTGG-TTTCCGAGA 

kayaTXSpartial           ----------------------------AGCACTGGCACTAGCAAGGTNGGTTTCCGAGA 

                                                     ******************** * ********* 

TaxusmediaTXSmRNA        CTTCCAGTACCATTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGT 

TaxusbaccataTXSmRNA      CTTCCAGTACCATTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGT 

kayaTXSpartial           CTTCCAGTACCATTGCGGATGATATCCCGCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGT 

                         *************** ************ ******************************* 

TaxusmediaTXSmRNA        GGCACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCATTTCGTGAG---------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      GGCACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCATTTCGTGAG---------------- 

kayaTXSpartial           GGCACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCATTTCGTGAGGTAGGGAAAAGTAGAA 

                         ********************************************                 

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           AACAGTTTAAACGGATTTAATGGGTAGATTTAGTCGTTCATATTTGTAGGCTGACATTTC 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ------------AGTTCTACTTTCCAAGAACGGGCAGACGAGCTGGTTGTGAAAATTAAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------AGTTCTACTTTCCAAGAACGGGCAGACGAGCTGGTTGTGAAAATTAAA 

kayaTXSpartial           TGTGAACTGCAGAGTTCTACTTACCAAGAACGGGCAGATGAGCTGGTTGTGAAAATTAAA 

                                     ********** *************** ********************* 

TaxusmediaTXSmRNA        GATATGTTCAATGCGCTCGGAGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGG 

TaxusbaccataTXSmRNA      GATATGTTCAATGCGCTCGGAGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGG 

kayaTXSpartial           GATATGTTCAATGCGCTCGGAGACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGG 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        GTGGCGAGGGTGGCGACCGTTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCC 

TaxusbaccataTXSmRNA      GTGGCGAGGGTGGCGACCGTTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCC 

kayaTXSpartial           GTGGCGAGGGTGGCGACCATTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCC 

                         ****************** ***************************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        CTCAACTGGGTTTTAAACAACCAGCTCCAAGATGGATCATGGGGTATCGAATCGCACTTT 

TaxusbaccataTXSmRNA      CTCAACTGGGTTTTAAACAACCAGCTCCAAGATGGATCATGGGGTATCGAATCGCACTTT 

kayaTXSpartial           CTCAACTGGGTTTTCAACAACCAGCTCCAGGATGGATCATGGGGTATCGAATCGCACTTT 

                         ************** ************** ******** ********************* 

TaxusmediaTXSmRNA        AGTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGGTCAATTCTGTTATCGCCCTCTCGGTTTGGAAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      AGTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGGTCAATTCTGTTATCGCCCTCTCGGTTTGGAAA 

kayaTXSpartial           AGTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGACCAATTCTGTTATCGCCCTCTCGGTTTGGAAA 

                         ***************************  ******************************* 
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TaxusmediaTXSmRNA        ACAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAG----------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      ACAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAG----------------------------------- 

kayaTXSpartial           ACAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAGGTTAGAATCATGGCATTTTGGGAAAAAAAACAGTG 

                         *************************                                    

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           TTGAAGGTTTACTGGTCAATCAACTAATGTTTTGTTTCTCATTTTTTGGGGTGGATTTAT 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           CATTGGTTGGTTGATCAGTCAGCCTTGCAAATATATGTGATGTTTAAGCGCCAAATCTGT 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ----------------------------------GTACTGAGTTTATTGCAGAGAATCTA 

TaxusbaccataTXSmRNA      ----------------------------------GTACTGAGTTTATTGCAGAGAATCTA 

kayaTXSpartial           TGTCTCATTATTTTCTATTTTTTCTCCACAG---GTACTGAGTTTATTGCAGGGAATCTA 

                                                            ****************   ****** 

TaxusmediaTXSmRNA        AGATTACTCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCGGATTTCGAAATAATCTTT-CCTGCTCT 

TaxusbaccataTXSmRNA      AGATTACTCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCGGATTTCGAAATAATCTTT-CCTGCTCT 

kayaTXSpartial           AGATTACTCAATGAGGAAGATGAGCTGTCCCCGGATTTCGAAATAATCTTTTCCTGCTCT 

                         * ********************** ************************** ******** 

TaxusmediaTXSmRNA        GCTGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGGGATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATC 

TaxusbaccataTXSmRNA      GCTGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGGGATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATC 

kayaTXSpartial           GCTGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGGGATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATC 

                         **************************************** ******************* 

TaxusmediaTXSmRNA        TTTGTCGACAACACGGGAAGCCAGGCTTACAGA--------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      TTTGTCGACAACACGGGAAGCCAGGCTTACAGA--------------------------- 

kayaTXSpartial           TTTGTCGACAACACGGGAAGCCAGGCTTACAGAGTGAGTGAAAACTCTGTTACTGTTTTT 

                         *********************************                            

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           AAAAAAAAAAACTGGTAATCATGTTCTGGATTTGTAATTTGTTCTTTTTGGCCATTGCAG 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        TGTTTCTGCGGTAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAGGGTCTGGA 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGTTTCTGCGGCAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAGGGTCTGGA 

kayaTXSpartial           TGTTTCTGCGGCAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAGGGTCTCGA 

                         ***** ***** ********************************************* ** 
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TaxusmediaTXSmRNA        GGAAGTTATTGATTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAG 

TaxusbaccataTXSmRNA      GGAAGTTATTGATTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAG 

kayaTXSpartial           GGAAGTTATTGACTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAG 

                         ************ *********************************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        CTCCCCTGCCTCCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTCT 

TaxusbaccataTXSmRNA      CTCCCCTGCCTCCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTCT 

kayaTXSpartial           CTCCCCTGCCTCCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTTT 

                         ********************************************************** * 

TaxusmediaTXSmRNA        TCTCAACAATCTGCTGGACAAATTCGGCGGCTGCG------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      TCTCAACAATCTGCTGGACAAATTCGGCGGCTGCG------------------------- 

kayaTXSpartial           TCTCAACAATCTGCTGGACAAATTCGGCGGCTGCGGTATGATTTGTTTTTTAACAAGAAA 

                         ***********************************                          

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           TTCTTTGTGTGCGTGCTGATTCCAACAATGCATTCAAGTGATTAAATTAAATGTTACGAA 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        -------------TGCCCTGTATGTATTCCATCGATCTGCTGGA-ACGCCTTTCGCTGGT 

TaxusbaccataTXSmRNA      -------------TGCCCTGTATGTATTCCATCGATCTGCTGGA-ACGCCTTTCGCTGGT 

kayaTXSpartial           CTGTGAATTACAGTGCCCTGTATGTATTCCATCGATCTGCTGGAGACGCCTTTCGCTGGT 

                                      ******************************* *************** 

TaxusmediaTXSmRNA        TGATAACATTGAGCATCTCGGAATCGGTCGCCATTTCAAACAAGAAATCAAAGTAGCTCT 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGATAACATTGAGCATCTCGGAATCGGTCGCCATTTCAAACAAGAAATCAAAGTAGCTCT 

kayaTXSpartial           TGATAACATTGAGCATCTCGGAATCGGTCGCCATTTCAAACAAGAAATCAAAGGAGCTCT 

                         ***************************************************** ****** 

TaxusmediaTXSmRNA        TGATTATGTCTACAG--------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGATTATGTCTACAG--------------------------------------------- 

kayaTXSpartial           TGATTATGTCTACAGGTAACCACTGTTTCTTCTTCTAACACTCGATTTTCTCTCTTTTCC 

                         ***************                                              

TaxusmediaTXSmRNA        --------------------------------------ACATTGGAGTGAAAGGGGCATC 

TaxusbaccataTXSmRNA      --------------------------------------ACATTGGAGTGAAAGGGGCATC 

kayaTXSpartial           TTTCCCTACTTGATATAATATTTGCTGGAAATGGGCAGACATTGGAGTGAAAGGGGCATC 

                                                               ********************** 

TaxusmediaTXSmRNA        GGTTGGGGCAGAGACAGCCTTGTTCCAGATCTCAACACAACAGCCCTCGGCCTGCGAACT 

TaxusbaccataTXSmRNA      GGTTGGGGCAGAGACAGCCTTGTTCCAGATCTCAACACAACAGCCCTCGGCCTGCGAACT 

kayaTXSpartial           GGTTGGGGCAGAGACAGCCTCGTTCCAGATCTCAACACAACAGCCCTCGGCCTGCGAACT 

                         ******************** *************************************** 
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TaxusmediaTXSmRNA        CTTCGCACGCACGGATACGATGTTTCTTCAG----------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      CTTCGCACGCACGGATACGATGTTTCTTCAG----------------------------- 

kayaTXSpartial           CTTCGCACGCACGGATACGATGTTTCTTCAGGTCAGAAGATCAGAAATAATGAAAATAAA 

                         *******************************                              

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           AGAAACTGGTTTTACTGTCTCATAGGCTATTCTTTTAGCCTCGTGGACGTCAAAAAGTTT 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           TCATTTCATTTCATTTGTTTTTATCAGATCTCAAGACTGTTAAATTGTTTGCCATTTGTA 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------ATGTTTTGAATAATTTCA 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------ATGTTTTGAATAATTTCA 

kayaTXSpartial           AAAATTCTTTGTGCTGATATGGAAACAAAAATATGAAAGCAGATGTTTTGAATAATTTCA 

                                                                   ****************** 

TaxusmediaTXSmRNA        AAGATGAAAACGGGCGGTTCTTCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCG 

TaxusbaccataTXSmRNA      AAGATGAAAACGGGCGGTTCTTCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCG 

kayaTXSpartial           AAGATGAAAACGGGCGGTTCTTCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCG 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        TGGTGAATCTTTTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAGGAGCTATGGACGATG 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGGTGAATCTTTTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAGGAGCTATGGACGATG 

kayaTXSpartial           TGGTGAATCTTTTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACAAAGGAGCTATGGACGATG 

                         ***************************************** ****************** 

TaxusmediaTXSmRNA        CTAGAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGACGCACTTGCAACGAAAATCTCAACCAATA 

TaxusbaccataTXSmRNA      CTAGAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGACGCACTTGCAACGAAAATCTCAACCAATA 

kayaTXSpartial           CTAGAAAATTTGCTGAACCGTATCTTAGAGACGCACTTGCAACAAAAATCTCAACCAATA 

                         ************* ***** *********************** **************** 

TaxusmediaTXSmRNA        CAAAACTATACAAAGAG------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      CAAAACTATACAAAGAG------------------------------------------- 

kayaTXSpartial           CAAAACTATTCAAAGAGGTTAGTACAATTTATTTTTATTAACAAAAATATATCAATAATT 

                         ********* *******                                            

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           CTACCAACATAATTAGGAGTAAACCTAAAGTTTTCTATTATATGTAGTTAGAAATCAAGG 
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TaxusmediaTXSmRNA        ---------------------------ATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATG 

TaxusbaccataTXSmRNA      ---------------------------ATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATG 

kayaTXSpartial           TTTCTCTAATATGATGGATCATTTCAGATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATG 

                                                    ********************************* 

TaxusmediaTXSmRNA        AGTATCCCACGCCTAGAAGCCAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGACGATTATGTATGG 

TaxusbaccataTXSmRNA      AGTATCCCACGCCTAGAAGCTAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGACGATTATGTATGG 

kayaTXSpartial           AGTATCCCACGTCTAGAAGCCAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGATGATTATGTATGG 

                         *********** ******** ************************** ************ 

TaxusmediaTXSmRNA        CAGAGGAAGACTTTATACAG---------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      CAGAGGAAGACTCTATACAG---------------------------------------- 

kayaTXSpartial           CAGAGGAAGACTCTATACAGGTGAGTTCAAATATAATCACATTACCCTTCAATTTTATAT 

                         ************ *******                                         

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           AGAATTTATGAGCCGTTGTTGTATCGATTGCTATCTTTTCTCAGTATTGAGGTTATAATC 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ----------AATGCCATCTTTGAGTAATTCAAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACT 

TaxusbaccataTXSmRNA      ----------AATGCCATCTTTGAGTAATTCAAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACT 

kayaTXSpartial           CGTGCAACAGAATGCCATCTTTGAGTAATTCAAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACT 

                                   ************************************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        TCAATATCGTACAATCTTTGCATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGATGGT------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      TCAATATCGTACAATCTTTGCATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGATGGT------ 

kayaTXSpartial           TCAATATCGTACAATCTTTGCATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGGTGGGTGATAA 

                         ************************************************* ***        

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           ATTGTCATACCTTCTCAATTTATTCAAAACCTAATTTTTTGGGGAGGAGAACATGAAGTA 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        -----------------------------------------GGAAGGAATCTGGCATGGC 

TaxusbaccataTXSmRNA      -----------------------------------------GGAAGGAATCCGGCATGGC 

kayaTXSpartial           ATGATCTACTAACATTATGGTTTTTTGGTCATAAGATGGT-GGAAAGAATCCGGCATGGC 

                                                                  **** ***** ******** 

TaxusmediaTXSmRNA        AGATATAAATTTCACTCGACACCGAGTGGCGGAGGTTTATTTTTCATCAGCTACATTTGA 

TaxusbaccataTXSmRNA      AGATATAAATTTCACTCGACACCGAGTGGCGGAGGTTTATTTTTCATCAGCTACATTTGA 

kayaTXSpartial           AGATATAAATTTCACTCGACACCGAGTGGCGGAGGTTTATTTTTCATCAGCTACATTTGA 

                         ************************************************************ 
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TaxusmediaTXSmRNA        ACCCGAATATTCTGCCACTAGAATTGCTTTCACAAAAATTGGTTGTTTACAAGTCCTTTT 

TaxusbaccataTXSmRNA      ACCTGAATATTCTGCCACCAGAATTGCCTTCACAAAAATTGGTTGTTTACAAGTCCTTTT 

kayaTXSpartial           ACCCGAATATTCTGCCACTAGAATTGCCTTCACAAAAATTGGTTGTTTACAAGTCCTTTT 

                         *** ************** ******** ******************************** 

TaxusmediaTXSmRNA        TGATGATATGGCTGACATCTTTGCAACACTAGATGAATTGAAAAGTTTCACTGAGGGAGT 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGATGATATGGCTGACATCTTTGCAACACTAGATGAATTGAAAAGTTTCACTGAGGGAGT 

kayaTXSpartial           TGATGATATGGCTGACATCTTTGCAACACTAGATGAATTGAAAAGTTTCACTGAGGGAGT 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        AAAGAG------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      AAAGAG------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           AAAGAGGTGATTCTTTAATTTACCAATTTTTTTAATATTTAAACATTGAAATCTTGTAAT 

                         ******                                                       

TaxusmediaTXSmRNA        ----------------------------------------------ATGGGATACATCTT 

TaxusbaccataTXSmRNA      ----------------------------------------------ATGGGATACATCTT 

kayaTXSpartial           AACATATACATAATAGGACCTAACTGAACATTGTGGTAACTTTTAGATGGGATACATCTT 

                                                                       ************** 

TaxusmediaTXSmRNA        TGCTACATGAGATTCCAGAGTGTATGCAAACTTGCTTTAAAGTTTGGTTCAAATTAATGG 

TaxusbaccataTXSmRNA      TGCTACATGAGATTCCAGAGTGTATGCAAACTTGCTTTAAAGTTTGGTTCAAATTAATGG 

kayaTXSpartial           TGCTACATGAGATTCCAGAGTGTATGCAAACTTGCTTTAAAGTTTGGTTCAAATTAATGG 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        AAGAAGTAAATAATGATGTGGTTAAGGTACAAGGACGTGACATGCTCGCTCACATAAGAA 

TaxusbaccataTXSmRNA      AAGAAGTAAATAATGATGTGGTTAAGGTACAAGGACGTGACATGCTCGCTCACATAAGAA 

kayaTXSpartial           AAGAAGTAAATAATGATGTGGTTAAGGTACAAGGACGTGACATGCTCGCTCACATAAGAA 

                         ************************************************************ 

TaxusmediaTXSmRNA        AACCC------------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSmRNA      AACCT------------------------------------------------------- 

kayaTXSpartial           AACCCGTAAGTAATTCAAATTTTAAATGCAACACAATTGAGAATTTTTATAGTTTAGATG 

                         ****                                                         

TaxusmediaTXSmRNA        ------------------------------------------------------------ 

TaxusbaccataTXSmRNA      ------------------------------------------------------------ 

kayaTXSpartial           CATTTCTTTTTAAGGTAAAAACACCATTGGTACTCACAAAAACATCGTGTATGATTGGAA 

                                                                                      

TaxusmediaTXSmRNA        ---TGGGAGTTGTACTTCAATTGTTATGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCTGGGTAT 

TaxusbaccataTXSmRNA      ---TGGGAGTTGTACTTCAATTGTTACGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCTGGGTAT 

kayaTXSpartial           TAGTGGGAGTTGTACTTCAATTGTTATGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCTGGGTAT 

                            *********************** ********************************* 
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TaxusmediaTXSmRNA        ATACCAACCTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGGCCTTGGACCGTGT 

TaxusbaccataTXSmRNA      ATACCAACTTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGGCCTTGGACCGTGT 

kayaTXSpartial           ATACCAACTTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATAT-------------------- 

                         ******** *******************************                     

 

図 8 ゲル抽 PCRと Genome Walker kitを用いて読めた TXS遺伝子部分配列(3248bp) アラ

イメント 

Fig.8 Genome sequence alignment of TXS partial sequence(3248bp) of Torreya nucifera by gel 

extraction PCR and Genome Walking 

 

（紫の間）部分はイントロン  

Regions between purple boxes are introns.  

赤字部分はテルペン環化酵素で保存性の高い配列 

緑字は基質の入るポケットの蓋となる部分 活性を有するために必要な部分 

Red letters are DD××D motif conserved in terpenoid cyclase. 

Green letters are gene sequences corresponding to the necessary part to cap the active site for 

catalytically activity  

 

相同性 Taxus x media taxadiene synthase,mRNA(269-2216)    1915/1948 (98%) 

Taxus baccata taxadiene synthase,mRNA(190-2137)   1913/1948 (98%) 
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kayaBAPTpartial             ACGACGCATCATGGAAGAATGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTG 

TaxusmediaBAPTmRNA          ACGACGCATCATGGAAGAATGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ACGACGCATCATGGAAGAACGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTG 

                            ******************* ****************************** 

kayaBAPTpartial             TAGCAGCATTGGTTTGGCTAGCAAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          TAGCAGCATTGGTTTGGCTAGCAAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACAT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TAGCAGCATTGGTTTGGCTAGCAAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACAT 

                            ************************************************** 

kayaBAPTpartial             AGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAATGGACTTGAGGAGATCATTTAA 

TaxusmediaBAPTmRNA          AGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAATGGACTTGAGGAGATCATTTAA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAATGGACTTGAGGAGATCATTTAA 

                            ************************************************** 

kayaBAPTpartial             TCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCAACGCCTTTGGTATTGCATGTG 

TaxusmediaBAPTmRNA          TCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCAATGCCTTTGGTATTGCATGTG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCAATGCCTTTGGTATTGCATGTG 

                            ****************************** ******************* 

kayaBAPTpartial             CAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGTGGATCTCTTTTGCGCACTATA 

TaxusmediaBAPTmRNA          CAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGTGGATCTCTTTTGCGCACTATA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGTGGATCTCTTTTGCGCACTATA 

                            ************************************************** 

kayaBAPTpartial             ATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACAAAGAACTCAACTCAAA 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACAAAGAACTCAACTCAAA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACAAAGAACTCAACTCAAA 

                            ************************************************** 

kayaBAPTpartial             AACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGTTTGAAGACG 

TaxusmediaBAPTmRNA          AACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGTTTGAAGATG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AACCGTGATGAGCTCATCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGTTTGAAGATG 

                            *************** ******************************** * 

kayaBAPTpartial             TAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACTTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          TAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACTTT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACTTT 

                            ************************************************** 

kayaBAPTpartial             GGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCACTATGCTACAACAACAGGAGCA 

TaxusmediaBAPTmRNA          GGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCACTATGCTACAACAACAGGAGCA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCACTATGCTACAACAACAGGAGCA 

                            ************************************************** 
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kayaBAPTpartial             CGAGAAATCTCTGCCAACTTATTTTTCTTTCCTACAATCTACTAAGAACA 

TaxusmediaBAPTmRNA          CGAGAAATCTCTGCCAACTTATTTTTCTTTCCTACAATCTACTAAGAACA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CGAGAAATCTCTGCCAACTTATTTTTCTTTCCTACAATCTACTAAGAACA 

                            ************************************************** 

kayaBAPTpartial             TGCCAGATGGAATCAAGATGCTAATGTTTATGCCTCCATCAAAACTGAAA 

TaxusmediaBAPTmRNA          TGCCAGATGGAATCAAGATGCTAATGTTTATGCCTCCATCAAAACTGAAA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TGCCAGATGGAATCAAGATGCTAATGTTTATGCCTCCATCAAAACTGAAA 

                            ************************************************** 

kayaBAPTpartial             ACATTCAAAATTGAAATAGAAGCTATGATAAACAAATATGTGACTAAAGT 

TaxusmediaBAPTmRNA          ACATTCAAAATTGAAATAGAAGCTATGATAAACAAATATGTGACTAAAGT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AAATTCAAAATTGAAATAGAAGCTATGATAAAAAAATATGTGACTAAAGT 

                            * ****************************** ***************** 

kayaBAPTpartial             GTGTCCGTCAAAGTTATGAAATGTGTGACTAGAAAACAATATTCTTGACT 

TaxusmediaBAPTmRNA          GTGTCCGTCAAAGTTATGAAATGTGTGACTAGAAAACAATATTCTTGACT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GTGTCCGTCAAAGTTATGA------------------------------- 

                            *******************                                

kayaBAPTpartial             TTATGTATTCGGATTTCCAATAACATCTAGCCACGTTTAATAGCAATATA 

TaxusmediaBAPTmRNA          TTATGTATTCGGATTTCCAATAACATCTAGCCACGTTTAATAGCAATATA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      -------------------------------------------------- 

                                                                               

kayaBAPTpartial             TTTTTCGTGTTTCC------------------------------ 

TaxusmediaBAPTmRNA          TTTTTCGTGTTTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      -------------------------------------------- 

 

図 9 ゲル抽 PCRと Genome Walker kitを用いて読めた BAPT遺伝子部分配列(712bp) アラ

イメント 

Fig.9 Genome sequence alignment of BAPT partial sequence(712bp) of Torreya nucifera by gel 

extraction PCR and Genome Walking 

（紫の間）部分はイントロン 、緑は終止コドン 下線はポリ A付加配列 

終止コドン下流：3 非翻訳領域   赤字：アシル基転移酵素で保存性の高い配列 

Regions between purple boxes are introns. Green box is stop codon. Under line is poly-A additional 

signal. Down stream from stop codon is 3  untranslated. Red letters are gene sequences 

coreresponding to conserved motif in acyl transferase 

 

Taxus x media phenylpropanoyltransferase  mRNA(803-1516bp)709/712 (99%) 

Taxus cuspidata phenylpropanoyltransferase mRNA(720-1338bp) 614/619 (99%) 
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第 4章 タキソール生産性樹木からの内生菌の単離およびタキソール 
生成能の検討 

4-1 緒言  
 植物内生菌の多くは宿主植物と似た生理活性物質を生産することが知られて

いる。タキソールを生産する菌に関しては、1993 年に、太平洋イチイ(Taxus 
brevifolia)内生菌 Taxomyces andreanae がタキソールを生産すると報告されたの
が最初である。それ以後、Taxus brevifoliaだけでなく Taxus baccataなどからも
数種類の Taxol-producing fungiが発見されてきた。タキソール生成能を有してい
るのはイチイ属樹木だけではなく、イチイ属樹木の内生菌の中にも、タキソー

ル生産能を有する菌株が存在している可能性が考えられた。そこで、イチイ科

植物のイチイ(Taxus cuspidata)とカヤ(Torreya nucifera)から内生菌を単離し、その
遺伝子解析を行うことでタキソイド生成能を調べ、新たなタキソール供給資源

となりうる内生菌を探索することを目的とした。また、これまでに発見されて

きた Taxol-producing fungi の遺伝子解析については例がなく、今回の研究では
Taxol-producing fungiのタキソイド生成関連酵素遺伝子についてまとめることを
目的とした。 
 
4-2 実験 
4-2-1 イチイ科樹木内生菌の単離と同定  
植物材料 
試料として、東京大学附属小石川植物園よりイチイ(Taxus cuspidata)とカヤ

(Torreya nucifera)の葉、樹皮、葉柄を 4月に採取した。 
 
単離 
試料表面の殺菌を以下のように行い、植物内の内生菌の単離を試みた。70%エ
タノールで 2 分、次亜塩素酸ナトリウムで 5～15 分滅菌して、各部位とも 1cm
長の断片に切断し、Potato dextrose agar (PDA)培地に置床した。伸長してきた菌
糸を、PDA培地に継代して、目視で単一菌糸となるまで継代を繰り返した。 
 

同定 
種間レベルで変異が検出しやすい rDNA(リボソーム DNA)のスペーサー領域

(Internal transcribed spacer ; ITS)の塩基配列情報を調べることで菌種を同定した。
まず、菌糸を液体窒素中ですりつぶして粉末状にし、DNA抽出用キットである
DNeasy Plant Maxi kit(QIAGEN社)を用いて、添付のプロトコールに従い、DNA
を抽出した。抽出した DNAをテンプレートとして、Fig. 1に示すように rDNA
のうち 18S, 28SRNAをコードする保存性の高い遺伝子領域から作製したプライ
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マ ー ITS1f- -CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA- と

ITS4- -TCCTCCGCTTATTGATATGC - を用いて PCR を行った  (杉山ら
2003)。PCRはサーマルサイクラーVeriti200(ABI社)を用いて、94℃-1分-(94℃-20
秒,45℃ -20 秒,72℃-2 分)×35 サイクル-72℃-2 分の反応サイクルで行った。PCR
産物をアガロースゲル電気泳動で確認したのち、SUPRECTMPCR(TAKARA 社)
を用いてプライマー除去して、OPERON 社のシーケンス解析サービスに委託し
て配列を解読した。そして、日本 DNAデータバンク（DDBJ）の BLAST検索を
用いて菌種を同定した。 

 

 
 

図 1 菌種同定 PCR増幅領域とプライマー結合位置 
Fig.1 Target reigions and the binding sites of primers for endophytic fungi 
identification. 
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4-2-2 内生菌のタキソール生成能の検討 
ドットブロットハイブリダイゼーション 
単離同定できた菌種のうち、イチイ内生菌 6 種類、カヤ内生菌 5 種類につい
てドットブロットハイブリダイゼーションを行った。菌種の同定を行った場合

と同様にDNeasy Plant Maxi kitを用いて11種の内生菌から抽出したDNAを
ずつ、Hybond N+メンブレン(GEヘルスケア社）にしみ込ませ、254nmの UVを
あてメンブレンに固定した(イチイ Taxus cuspidataをコントロールとした)。イ
チイ属樹木で既知のタキソール生成関連酵素のうち、特に利用性の高い

TXS(taxadiene synthase)、 BAPT(3-amino-3-phenylpropanoyl-13-O-transeferase)、
-hydroxylase)という 3 つの酵素遺伝子(Fig. 2)から作製した

（OPERON 社）50～100bp の連続した DNA 断片をプローブ(Table 1)とした
(Wildung and Croteau1996, Jennwein ら 2001, Walker ら 2002a)。市販の AlkPhos 
Direct(GEヘルスケア社)のプロトコールに従い、プローブにアルカリホスホター
ゼを標識し、55℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。65℃で洗浄を繰り
返し、ノイズが小さくなったと判断したところで、CDP-Star 化学発光薬品を用
いて、ジオキセタン誘導体基質とプローブに標識したアルカリホスホターゼの

反応を検出するため、一晩露光して、写真撮影した。撮影にはインスタント化

学発光検出器のミニカメラ RP2069（GEヘルスケア社)を用いた。 
このドットブロットハイブリダイゼーションの結果をタキソール生成能の有

無を示す一次スクリーニングとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2タキソール生合成経路図 
Fig. 2 Overview of the taxol biosynthetic pathway and enzymes 



115 
 

表 1 ドットブロットに使用したプローブ配列 
Table 1 Sequences of probe for dot blot hybridization 
TXS1  aatgcagcgctgaagatgaatgcattggggaacaaggcaatccacgatccaa(52bp) 
TXS2 cgaattgcagagccaaatctgaggggcaaatgatgtgggtttgctccaaatcagggcgaaccagagtaaaa 

atgtcgagaggaagtggtggtcctggtcc(100bp) 

TXS3 tgtcgtaatg atgagcagta gcactggcac tagcaaggtg gtttccgaga cttccagtac(60bp) 

BAPT1 cccttttgctgggcggctcagaaataaagaaaatggggaacttgaagtggagtgcacagggcagggt 

gttctgtttctggaagccatggctgacagcgac (100bp) 

BAPT2 ctttcagtcttaacagatctcgataactacaatccatcgtttcagcagttgattttttctctaccacagg(70bp) 

BAPT3 atacagatattgaggacctccatctcttgattgttcaggtaactcgttttacatgtgggggttttgt tgt(70bp) 

TαH ggtaaaagacctcgtcttctccgtcgcaagccgcttgttttttggtataactgagga (57bp) 

 

サザンブロットハイブリダイゼーション 
ドットブロットハイブリダイゼーションの 3 つのタキソール生成酵素のプロ
ーブにおいてスポットを確認することのできた内生菌のDNAを用いてサザンハ
イブリダイゼーションを行った。まず、DNAを 2種類の制限酵素 HindⅢと EcoR
Ⅰを同時に用いて処理し(double digest処理)、アガロースゲル電気泳動を行った。
電気泳動を行ったゲルを、10×SSC(standard saline citrate）で浸した濾紙の上に置
き、ゲルの上に Hybond N+メンブレンを乗せ、DNAのトランスファーを一晩行
った。その後、ドットブロットハイブリダイゼーションの場合と同様に 254nm
の UVを照射して DNAを固定した。市販の AlkPhos Direct(GEヘルスケア社)の
プロトコールに従い、55℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。この際、
イチイ属樹木のキャラボク(Taxus cuspidata var .nana)の DNAをテンプレートに
して、Table 2 に示したプライマー(BAPT に関しては F1,R1 の組み合わせのみ)
を用いて PCRを行い、その PCR産物(TXS877bp、BAPT444bp、  のシ

ーケンスを確認後、プローブとして使用した。65℃で洗浄した後、一晩露光し
て状態を観察した。 
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表 2 キャラボクのタキソール生成酵素遺伝子プライマー 
Table 2 Primers specific for taxol biosynthetic enzymes  
TXSF atgcgatcga ttgcttaacac 

TXSR tccagcagat cgatggaatac 

BAPTF1 atccgctctg ttctgaatac 

BAPTR1 ggtcctcaat atctgtatcc 

BAPTF2 acgacgcatc atggaagaat 

BAPTR2 agtgctcacg ttcattgcat 

F ggtaaaagacc tcgtcttctccgtcg 

R tctccttgtc cgccagtgaattcc 

F: forward, R: reverse 
 
ゲル抽出と PCR解析 

3章の場合と同様に、内生菌から抽出した DNAを HindⅢと EcoRⅠで double 
digest処理して、アガロースゲル電気泳動を行い、サザンハイブリダイゼーショ
ンでバンドが確認できた部分からフラグメント DNAを抽出し、その DNAをテ
ンプレートにして、Table 2のプライマーを用いて PCRを行った。次にその PCR
産物を、 TAクローニングをし、T7プロモーターおよび SP6プロモーター配列
のプライマーを用いた PCRにより陽性クローンの絞り込みを行った。バンドが
確認できたものは、シーケンス解析サービス（OPERON 社）に委託して配列を
解析した。 

  

GenomeWalker Universal kitを用いたクローニング 
 2章、3章の場合と同様に、内生菌から抽出したDNAをDraⅠ,EcoRⅤ,PvuⅡ,Stu
Ⅰの 4種類の平滑末端制限酵素で切断し、GenomeWalker Universal kitを用いて、
アダプターを付加したのち、アダプタープライマーと TXS,BAPT の部分配列よ
り作製した特異的なプライマーを用いて、PCRを行った。この PCR産物の結果
を電気泳動で確認し、オペロン社のシーケンス解析サービスに委託してその配

列を取得した。 
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4-2-3  カヤ内生菌 Cordyceps dipterigene とイチイ内生菌 Colletotrichum 
gloeosporioidesの成分分析 
 C.gloeosporioidesと C.dipterigeneの成分分析を行うために、まず液体培養を行
い、菌体量を増やした。その際の培地は(potato 4g/l,sucrose40g/l,peptone 0.5g/l,yeast 
extracts 0.8g/l, (NH₄)₂SO₄ 3g/l, KH₂PO₄ 2g/l, MgSO₄・7H₂O 0.5g/l,phenylalanine 
0.01g/l)という組成の培地を使用した(Liuら 2009)。培地 150mlに 1cm四方の菌
体片を 5つ植菌し、液体が菌糸で充満するまで培養を続けた。(C.gloeosporioides
は約 7日と C.dipterigeneは約 10日) 
 
抽出 
 培養後のカルチャーを 8000g で 5 分間の遠心分離を行い、培地と菌糸に分離
した。ナス型フラスコに入れた菌糸と培地を液体窒素で予備凍結したのち、凍

結乾燥器を用いて‐80℃で凍結乾燥した。乾燥させた菌糸は乳鉢・乳棒で粉砕
後、サンプル 1g に対して 10mlのMeOHに浸漬させた。 
その後、エバポレーターを用いてデシケーター内で MeOH を飛ばして乾燥さ
せ、残渣を 500μl ずつのクロロホルムと蒸留水に溶解させ、クロロホルム層を
回収した。最後に、クロロホルムを飛ばして 500μlのMeOHに溶解し、Systech
株式会社の C18Maxi-Clean カートリッジに通したものをサンプルとして HPLC
で分析した。培地の方は、乾燥させた粉末を 5ml の水に溶かし、等量のクロロ
ホルムを加えて成分を分離し、クロロホルム層を回収した。その後は、菌体の

場合と同じようにクロロホルムを飛ばして 500 lのMeOHに溶解し、Systech株
式会社の C18Maxi-Clean カートリッジに通したものをサンプルとして HPLC で
分析した。また、フナコシ株式会社より購入した Taxolと SIGMA社より購入し
た BaccatinⅢを標品として使用した。 
 
HPLCの条件 
 JASCO のオートサンプラーAS-2057Plus、ポンプ PU-2089Plus、UV 検出器
UV-2098Plus を用い、カラムには SHISEIDO の C18 系の MGⅡType(粒径 3μm 
4.6mm×150mm)を用いた。 
 測定にはサンプル 1μl 使用した(イチイ内生菌 Colletotrichum gloeosporioides
の培地サンプルのみ 10μl使用した)。移動相は、流量 0.5ml/minでMeOH：H₂O
＝70:30から 25分間でMeOH：H₂O＝100:0に変化させた。その後 7分間 MeOH：
H₂O＝100:0 で流して、データを取り込んだ。 UV検出器の波長は 228nm で検
出した。 
 また上記の UV 測定器によって、主要なピークのスペクトルを取り、物質同
定の手掛かりとした。 



118 
 

4-3結果 
4-3-1 イチイ科樹木内生菌の単離と同定 
イチイとカヤの内生菌を培養して得た菌糸から DNAを抽出し、rDNAとその
間の ITS領域の部分塩基配列を決定して BLAST検索を行った結果、それぞれの
菌株は Table3に示した菌種と非常の近い菌種(近縁種)であることを確認した。。 
イチイからは Phomopsis 属を中心に 10 種類 13 個体（A-M）の菌が、カヤは

Xylaria属を中心に 11種類 13個体（A-M）の菌が単離された。ほぼ同じ場所に
生育するイチイとカヤの内生菌が大きく異なる結果となり、宿主特異性がうか

がえる結果となった。 

また、今回単離されたイチイ内生菌のうち 3 種類(Phomopsis phaseolorum、
Colletotrichum gloeosporioides 、Paraconiothyrium  microdiplodia)、カヤ内生菌の
うち 2種類(Sordariomycete sp.、Xylaria venosula )は、これまでの研究から既に、
イチイ属樹木(Taxus chinensis,Taxus ×  mediaなど)から単離され、タキソール生産
性が報告されているものであった。(緑色の表記) 

これらのことから、イチイ属樹木の種類が異なり、生育環境が異なっても、

樹木内部に生息している内生菌には共通点があることが示唆された。 

また、これまでイチイ属樹木からしか発見されていなかったタキソール生産

性内生菌が、イチイ属樹木ではないカヤの中にも存在していることが初めて示

唆された。 
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表 3 イチイとカヤの内生菌の単離同定結果 

Table 3 Molecular identification of endophytic fungi based on DNA sequence analysis 

shaded area: endophytic fungi reported taxol production 

Taxus cuspidata 

菌株 Strain 菌種名 Names of fugi identified 

A Botryosphaeria  parvastain 

B Phomopsis  phyllanthicola 

C Phomopsis liqaidambari 

D Phomopsis amygdal 

E Phomopsis phaseolorum 

F Phomopsis liqaidambari voucher 

G Phomopsis vccinill 

H Colletotrichum gloeosporioides 

I Phomopsis sp. 

J Phomopsis vccinill 

K Melanconium juglandium or Phyllosticta papayae 

L Paraconiothyrium  microdiplodia  

M Phyllosticta papayae  

 

Torreya nucifera 

 菌株 Strain 菌種名 Names of fungi identified 

A Cordyceps dipterigene 

B Hypoxylon sp. 

C Hypoxylon sp.  unidentified Xylarialean 

D Hypoxylon sp. unidentified Xylarialean 

E Not identified 

F Hypoxylon sp.  unidentified Xylarialean 

G Xylaria sp. 

H Sordariomycete(xylaria) 

I Xylaria hypoxylon 

J Xylaria venosula 

K Phomopsis amygdali 

L Phomopsis amygdali   Phomopsis fukusii 

M Not identified 
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4-3-2 内生菌のタキソール生成能の検討 
ドットブロットハイブリダイゼーション 

4-3-1で同定した菌種のうち、タキソール生産性が報告されている 3種を含む
イチイ内生菌 6 種類、タキソール生産性が報告されている 2 種を含むカヤ内生
菌 5 種類を対象として、タキソール生成能を知るため、これらの内生菌がタキ
ソール生合成経路で働く 3種の酵素遺伝子 TXS遺伝子、 遺伝子、BAPT遺
伝子を有するかどうかをドットブロットハイブリダイゼーションで調査した。 
イチイ内生菌では、タキソール生産性が報告されていた菌種以外は、1種類し
か単離されてこなかったPhyllosticta papayaeとPhomopsis属のうち固体培地で成
長の早い 2 種を選抜した。カヤ内生菌では、菌種名が同定しきれないものが多
かったが、タキソール生産性が報告されている 2 種に近く、成長の早い Xylaria
属 3種と hypoxylon属 1種を選抜した。 

3種(TXS、 、BAPT)の酵素遺伝子をプローブとして行ったドットブロット
の結果を Fig. 3および 4と Table 4に示した。 
今回のハイブリダイゼーションの結果として、イチイ内生菌 H [Colletotrichum 

gloeosporioides]、 L[Paraconiothyrium microdiplodia]、カヤ内生菌 A [Cordyceps 
dipterigene]、H [Sordariomycete sp.]の 4種において、TXS、 、BAPT 3つす
べての酵素遺伝子のプローブでハイブリダイズし、これらの酵素の遺伝子配列

を有する可能性が示唆された。 4 種のうち 3 種はタキソール生産性が報告され
ているものであったが、カヤ内生菌 A[Cordyceps dipterigene]は今回初めて、これ
らの遺伝子がそろっていることが示唆できた。また、この他の菌においても、1
つないしは 2 つの酵素のプローブでハイブリダイズしていた。今回のプローブ
では 3 つ全てを検出できなかっただけで、これらの内生菌にはタキソール生合
成経路を有している可能性は捨てきれないが、現段階においてはイチイ属樹木

内でタキサン骨格の水酸化以降の段階において、 タキソール生産に関わってい

る菌種の可能性が推測された。  
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Probe TXS                             Probe TαH 

  

 

 

図 3 イチイ内生菌ドットブロットハイ
ブリダイゼーション結果 
Fig. 3 Dot blot hybridization analysis of 
endophytic fungi from Taxus cuspidata 
B: Phomopsis  phyllanthicola 

E: Phomopsis phaseolorum 

G: Phomopsis vccinill 
H: Colletotrichum gloeosporioides 

L: Paraconiothyrium  microdiplodia  

M: Phyllosticta papayae 

▲:Hybridization signal 

shaded alphabets: endophytic fungi reported 

taxol production 

T.c.: Taxus cuspidata 

Probe BAPT 
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Probe TXS                           Probe TαH  

   

 
図 4 イチイ内生菌ドットブロットハ
イブリダイゼーション結果 
Fig.4 Dot blot hybridization analysis of 
endophytic fungi from Torreya nucifera 
A: Cordyceps dipterigene 

G: Xylaria sp. 

H: Sordariomycete sp. 

I: Xylaria hypoxylon 

J: Xylaria venosula 

▲:Hybridization signal 

shaded alphabets: endophytic fungi reported 

taxol production 

T.c.: Taxus cuspidate 
 

       Probe BAPT 
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表 4 内生菌とハイブリダイゼーション結果 
Table4 Summary of dot blot hybridization analysis using genomic DNA from 
endophytic fungi. 
 
Taxus cuspidata 

 
 Names of fungi  TXS  BAPT 

B Phomopsis phyllanthicola  × ○ × 

E Phomopsis phaseolorum  ○ ○ × 

G Phomopsis vccinill  × ○ × 

H Colletotrichum gloeosporioides  ○ ○ ○ 

L Paraconiothyrium microdiplodia  ○ ○ ○ 

M Phyllosticta papayae  × × × 

 

Torreya nucifera 

A Cordyceps dipterigene  ○ ○ ○ 

G Xylaria sp.  ○ × ○ 

H Sordariomycete(xylaria) sp.  ○ ○ ○ 

I Xylaria hypoxylon  ○ × ○ 

J Xylaria venosula  × × ○ 
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サザンハイブリダイゼーションとゲル抽出 PCR、ゲノムウォーキング法によ
る遺伝子配列解析 
ドットブロットハイブリダイゼーションで調査した 3 種の酵素遺伝子全ての
存在が示唆された 4 種の内生菌のうち、これまでタキソール生産性が報告され
ていなかった Cordyceps dipterigeneについて、これら 3種の酵素遺伝子の存在の
確証を得るため、よりプローブ長の長いキャラボクの 3 遺伝子の部分配列をプ
ローブとして用いてサザンハイブリダイゼーションを行った。TXS ならびに
BAPT1のサザンハイブリダイゼーションの結果を Fig. 5に示した。この結果、
Cordyceps dipterigeneの DNAを HindⅢと EcoRⅠで double digest処理したものの
9kb～4kb のあたりに TXS をコードする遺伝子が、6kb～2kb の間に BAPT をコ
ードする遺伝子が含まれていることが示唆された。 
そこで、この部分に含まれる DNAをゲル抽出したものをテンプレートとして

PCRを行い、その PCR産物を TAクローニングして遺伝子配列を解析した。そ
の結果を Fig. 6-9に示した。Fig.6に示したように、イチイ属由来の既知の TXS
遺伝子と 95％の相同性を示す 877bpの DNA断片を確認した。また、Fig.7に示
したようにイチイ属由来の 遺伝子と 98%以上の高い相同性を示す 195bpの
DNA断片を確認した。また、Fig. 8および 9に示したように、イチイ属由来の
BAPT遺伝子とほぼ 100％の相同性を示す 431bpと 444bpの DNA断片を確認し
た。 
これらのことから、Cordyceps dipterigeneが TXS遺伝子、 遺伝子、BAPT
遺伝子という 3 つのタキソイド生成関連酵素遺伝子と相同性の高い配列の存在
明らかとした。 
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a:                                              b: 

 
 

図 5 Cordyceps dipterigene のサザンハイブリダイゼーション結果  
Fig.5 Result of Southern hybridization 
a：プローブ TXS b：プローブ BAPT 1 
各図左より：①:イチイ、②：カヤ、③キャラボク、④：Cordyceps dipterigeneの
DNA、それら 4サンプルの HindⅢと EcoRⅠによる double digest処理サンプル 
左はマーカーサイズ 
Southern hybridization analysis. Cordyceps dipterigene genomic DNA was double 
digested with HindⅢand EcoRⅠ. 
a： TXS b： BAPT 1(プライマーF1R1 set) 
①: Taxus cuspidata、②：Torreya nucifera、③Taxus cuspidata var. nana、④：Cordyceps 
dipterigene 
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TaxusbaccataTXSgene        TGCGATCGATTGCTTAACACGGTCAATTCTGTTATCGCCCTCTCGGTTTGGAAAACAGGGCA 

TaxusbrevifoliaTXSgene     TGCGATCGATTGCTTAACACGACCAATTCTGTTATCGCCCTCTCGGTTTGGAAAACAGGGCA 

C.dTXSpartial              TGCGATCGATTGCTTAGCACGACCAATTCTGTTATCTCCCTCTCGGCTTGCAAAACAGGGCA 

                           **************** ****  ************* ********* *** *********** 

TaxusbaccataTXSgene        CAGCCAAGTAGAACAAGGTCAGAATCATGGCATTTTGGGAAAAAAAAAATAGTGTTGAAGGT 

TaxusbrevifoliaTXSgene     CAGCCAAGTACAACAAGGTCAGAAACATGGCATTTTGGGAAAAAAAAATTAGTGTCGAAA-T 

C.dTXSpartial              CAGCCAACTAGAACATGGTTAGAATCATGCCATTTTGGGAAAAAAAAA-CAGTGTTGAAGGT 

                           ******* ** **** *** **** **** ******************  ***** ***  * 

TaxusbaccataTXSgene        TTACTGGTCAATCAACTAATGTTTTGTTTATCATTTTTTGGGGTGGATTTATCATTGGTTGG 

TaxusbrevifoliaTXSgene     TGACTGGTCAATCAACCAATGGGTTGTTTACCATTTTTTAAGGTGGATTTATCATTGGTTGG 

C.dTXSpartial              TTACTGGTCAATCAACTAATGTTTTGTTTCTCATTTTTTGGGGGGGATTTATCATTGGTGGG 

                           * ************** ****  ******  ********  ** *************** ** 

TaxusbaccataTXSgene        TTGACCAGTCAGCCTTGCAAACATATGTGATGTTTAAGCC--------CCAAATCTGTTGTC 

TaxusbrevifoliaTXSgene     TTGACCAGTCAGCCTTGCAAACATATGTCATGTTTAAGCTGAGCTTTGCCAAATTTGTTGTC 

C.dTXSpartial              TGGACCAGTCAGCCTTGCAAATATTTGTGATGTTTAAGCG--------CCAAATCTGTTGTC 

                           * ******************** ** *** **********         ****** ******* 

TaxusbaccataTXSgene        TCATTATTTTTCTGTTTTTTTCTCCACAGGTGCTGAGTTTATTGCAGAGAATCTAAGATTAC 

TaxusbrevifoliaTXSgene     TCATTATTTTTCTGTTTTTTTCTCCACAGGTGCTGAGTTTATTGCAGAGAATCTAAGATTAC 

C.dTXSpartial              TCATTATTTTTCTATTTTTTTCTCCACAGATACTGAGTTTATTGCAGAGAATCTA-GATTAC 

                           ************* *************** * *********************** ****** 

TaxusbaccataTXSgene        TCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCGGATTTCGAAATAATCTTTCCTGCTCTGCTGCAAAAG 

TaxusbrevifoliaTXSgene     TCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCGGATTTCCAAATAAT CTTTCCTGCTCTGCTGCAAAAG 

C.dTXSpartial              TCAATGAGGAAGATGAGCTGTCCCCGGATTTCGAAATAATCTTTCCTGCTCTGTTGCAAAAG 

                           ***************** ************** ******************** ******** 

TaxusbaccataTXSgene        GCAAAAGCGTTGGGGATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATCTTTGTCGACAAC 

TaxusbrevifoliaTXSgene     GCAAAAGCGTTGGGGATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATATTTGTCGACAAC 

C.dTXSpartial              GNAAAAGCGTTGGGGGTCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATTTTTGTGGACAAC 

                           * ************* ********************************* ***** ****** 

TaxusbaccataTXSgene        ACGGGAAGCCAGGCTTACAGAGTGAGTGAAAACTCTGTTACTGTTTTCTTTTTTCAAAA-CT 

TaxusbrevifoliaTXSgene     ACGGGAAGCCAGGCTTACAGAGTGAGTGAAAACTCTGCTACTGTTTTTTTAAAAAAAAAACT 

C.dTXSpartial              ACGGGAAGCCAGGCTTACAGAGTGAGTGAAAACTCTGTTACTGTTTTTAAAAAAAAAAA-CT 

                           ************************************* *********        **** ** 

TaxusbaccataTXSgene        GGGC ATCATGTTCTGGATTTGTAATTTGTTATTTTTTGCCATTGCAGTGTTTCTGCGGCAGC 

TaxusbrevifoliaTXSgene     GGGC ATCATGTTCTGGATTTCAAATTTGTTCTTTTTGGCCATTGCAGTGTTTCTGCGGCAGC 

C.dTXSpartial              GGTA ATCATGTTCTGGATTTGTAATTTGTTCTTTTTGGCCATTGCAGTGTTTCTGCGGCAGC 

                           **  ****************  ******** ***** ************************* 
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TaxusbaccataTXSgene         AGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAAGGTCTCGAGGAAGTTATTGACTG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      AGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAAGGTCTCGAGGAAGTTATTGACTG 

C.dTXSpartial               AGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAATGCGTTGGAGGGTCTCGAGGAAGTTATTGACTG 

                            ************************************ *********************** 

TaxusbaccataTXSgene         ACTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCTCCCCTGCCT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      ACTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCTCCCCTGCCT 

C.dTXSpartial               ACTGGAACAAGATTATGAGGTTTCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCTCCCCTGCCT 

                            ************************************************************ 

TaxusbaccataTXSgene         CCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTCTTCTCAACAATC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTTTTCTCAACAATC 

C.dTXSpartial               CCACTGCCTGTGTACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTTTTCTCAACAATC 

                            *********************************************** ************ 

TaxusbaccataTXSgene         TGCTGGACAAATTCGGCGGCTGCGGTATGATTTGTTTTTTACCAAGAAATTCTTTGTGTG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TGCTCGACAAATTCGGCGGCTGCGGTATGATTTGTTTTTTAACAAGAAATTCTTTGTGTG 

C.dTXSpartial               TGCTGGACAAATTCGGCGGCTGCGGTATGATTTGTTTTTTAACAAGAAATTCTTTGTGTG 

                            **** ************************************ ****************** 

TaxusbaccataTXSgene         CGTGCTGATTCCACCAAT-GCATTCAAGTGATTAAATTAAATGTTACGAACTGTGAATTA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CGTGCTGATTCCAACAAT-GGATTCAAGTGATTAAATTAAATGTTACAAACTGTGAATTA 

C.dTXSpartial               CGTGCTGATTCCAACATTAGCATTCAAGTGATTAAATTAAATGGTACGAACTGTGAATTA 

                            ************* ** * * ********************** *** ************ 

TaxusbaccataTXSgene         CAGTGCCCTGTATGTATTCCATCGATCTGCTGGA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CAGTGCCCTGTATGTATTCCATCGATCTGCTGGA 

C.dTXSpartial               CAGTGCCCTGTATGTATTCCATCGATGAGCTGGC 

                            **************************  *****  

図 6 Cordyceps dipterigene の TXS遺伝子のアライメント  下線はプライマー部分 

Fig. 6 Genome sequence alignment of TXS partial sequences from Cordyceps dipterigene 

相同性    Taxus baccata tasy gene for taxadiene synthase(647-1524bp)  836/877 (95%) 

homology  Taxus brevifolia taxadiene synthase gene(672-1557bp)    820/880 (94%), 

Under line:primer site 
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C.dTαHpartial         GGGATCTTTTTCTGTTCCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATTCAGGC 

TaxusmediaTαH         GGGATCTTTTTCTGTTCCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATTCAGGC 

TaxuschinensisTαH      GGGATCTTTTTCTGTTCCACTCAACATTCCCGGATTCAGTTACCATAAAGCGATGCAGGC 

                      ****************************************************** ***** 

C.dTαHpartial         AAGGGCCACCCTCGCTGACATCATGACCTCTTTGATAGAAAAGAGGAGAAATGAGCTGCG 

TaxusmediaTαH         AAGGGCTACCCTCGCTGACATCATGACCTCTTTGATAGAAAAGAGGAGAAATGAGCTGCG 

TaxuschinensisTαH      AAGGGCCACCCTCGTTGACATCATGACCTCTTTGATAGAAAAGAGGAGAAATGAGCTGCG 

                      ****** ******* ********************************************* 

C.dTαHpartial         TGCAGGCACTGCATCTGAGAATCAAGATTTGCTCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGA 

TaxusmediaTαH         TGCAGGCACTGCATCTGAGAATCAAGATTTGCTCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGA 

TaxuschinensisTαH      TGCAGGCACTGCATCTGAGAATCAAGATTTACTCTCTGTTTTGCTCACTTTCACTGACGA 

                      ****************************** ***************************** 

C.dTαHpartial         AAGGGGGAATTCACT 

TaxusmediaTαH         AAGGGGGAATTCACT 

Taxuschinensis TαH     AAGGGGGAATTCACT 

                        *************** 

 

図 7 Cordyceps dipterigene の TαH遺伝子のアライメント 

Fig. 7 Genome sequence alignment of TαH partial sequences from Cordyceps dipterigene  

相同性 Taxus x media taxane 13-alpha-hydroxylase mRNA(722-916bp)  194/195 
(99%) 
homology Taxus celebica taxane 13 alpha-hydroxylase mRNA(636-830bp) 193/195 
(98%) 
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C.dBAPT1                 ATCCGCTCTGTTCTGAATACTTAGAGATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCC 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATCCGCTCTGTTCTGAATACTTAGAGATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      --------------------------ATGAAGAAGACAGGTTCGTTTGCAGAGTTCC 

                                                      ******************** ********** 

C.dBAPT1                    ATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAA 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAA 

                            ********************************************************* 

C.dBAPT1                    TCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGG 

TaxusmediaBAPTmRNA          TCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGG 

                            ********************************************************* 

C.dBAPT1                    TCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGGGAGG 

TaxusmediaBAPTmRNA          TCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGG 

                            **************************************************** **** 

C.dBAPT1                    CTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAG 

TaxusmediaBAPTmRNA          CTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAG 

                            ********************************************************* 

C.dBAPT1                    AAAATGGGGAACTTG AAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCC 

TaxusmediaBAPTmRNA          AAAATGGGGAACTTG AAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AAAATGGGGAACTTGAAGTGGAGTGCACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCC 

                            ******************************************************** 

C.dBAPT1                    ATGGCTGAC AGCGACCTTTCAGTCTTAACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTTAACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTTAACAGATCTGGATAACTACAATCCATCGTT 

                            *********************************** ******************** 

C.dBAPT1                    TCAGCAGTTAATTTTTTCTCTACCACAGGATACAGATATTGAGGACC 

TaxusmediaBAPTmRNA          TCAGCAGTTGATTTTTTCTCTACCACAGGATACAGATATTGAGGACC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TCAGCAGTTGATTTTTTCTCTACCACAGGATACAGATATTGAGGACC 

                            ********* ************************************* 

図 8 Cordyceps dipterigene の BAPT1遺伝子のアライメント   下線はプライマー部分 

Fig. 8 Genome sequence alignment of BAPT 1partial sequences from Cordyceps dipterigene Under line:primer site 

相同性  Taxus x media phenylpropanoyltransferase (BAPT)mRNA(58-501bp)   442/444 (99%) 

homology  Taxus cuspidata phenylpropanoyltransferase mRNA(1-418bp)   414/418 (99%) 
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C.dBAPT2                    GACGACGCATCATGGAAGAATGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAG 

TaxusmediaBAPTmRNA          GACGACGCATCATGGAAGAATGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GACGACGCATCATGGAAGAACGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAG 

                            ******************** ************************************ 

C.dBAPT2                    CATTGGTTTGGCTAGCAAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGA 

TaxusmediaBAPTmRNA          CATTGGTTTGGCTAGCAAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CATTGGTTTGGCTAGCAAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGA 

                            ********************************************************* 

C.dBAPT2                    AGCTTCTTTTTGCAATGGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          AGCTTCTTTTTGCAATGGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGAT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AGCTTCTTTTTGCAATGGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGAT 

                            ********************************************************* 

C.dBAP2                     ACTATGGCAATGCCTTTGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAA 

TaxusmediaBAPTmRNA          ACTATGGCAATGCCTTTGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ACTATGGCAATGCCTTTGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAA 

                            ********************************************************* 

C.dBAPT2                    GTGGATCTCTTTTGCGCACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACA 

TaxusmediaBAPTmRNA          GTGGATCTCTTTTGCGCACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GTGGATCTCTTTTGCGCACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACA 

                            ********************************************************* 

C.dBAPT2                    AAGAACTCAACTCAAAAACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGT 

TaxusmediaBAPTmRNA          AAGAACTCAACTCAAAAACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AAGAACTCAACTCAAAAACCGTGATGAGCTCATCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGT 

                            ******************************* ************************* 

C.dBAPT2                    TTGAAGATGTAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACT 

TaxusmediaBAPTmRNA          TTGAAGATGTAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TTGAAGATGTAGTTTCAATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACT 

                            ********************************************************* 

C.dBAPT2                    TTGGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCACT 

TaxusmediaBAPTmRNA          TTGGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCACT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TTGGGTGGGGAGATGCAATGAACGTGAGCACT 

                            ******************************* 

図 9 Cordyceps dipterigene の BAPT2遺伝子のアライメント   下線はプライマー部分 

Fig. 9 Genome sequence alignment of BAPT 2 partial sequences from Cordyceps dipterigene  Under line:primer site 

相同性 Taxus x media phenylpropanoyltransferase (BAPT) mRNA(802-1232bp)  431/431 (100%) 

homology  Taxus cuspidata phenylpropanoyltransferase mRNA(719-1149bp)   429/431 (99%) 



131 
 

次にこれらの断片から作製したプライマーを用いてゲノムウォーキングを行

い、遺伝子配列を解析していった。 
また、ゲル抽出 PCRの結果から、タキソイド生合成酵素の遺伝子は種を超え
て保存性が高いことが示唆されたので、先のドットブロットハイブリダイゼー

ションで 3 つの酵素プローブでシグナルを示した種の中から最も成長の早かっ
た Colletotrichum gloeosporioidesに関しても、ゲノムウォーキングを行った。そ
の際に 2章のキャラボクのゲノムウォーキング、3章のカヤのゲノムウォーキン
グで使用したプライマーを使用した。 

Fig.10にゲノムウォーキングで読めた Cordyceps dipterigeneのアライメント図
を示した。この Fig.10に示したように、1268bpの BAPT遺伝子断片を取得する
ことができ、その内部でキャラボクと同じ位置に 119bp のイントロン部分が確
認された。また、このイントロン部分を除いたエキソン部分において、既知の

イチイ属由来の BAPTの mRNAと 99%という高い相同性を示した。 
また、上流配列を 230bp 程度解析することができ、PlantPAN(Chang ら 2008)
を用いて転写調節領域解析を行った。その結果を Fig.11に示した。Fig.11に示し
たように、上流 100bp まではキャラボクの上流配列と高い相同性を示したが、
それより上流の相同性は 40%以下であった。また、Cordyceps dipterigeneの BAPT
遺伝子上流配列には、キャラボクと同じく CTATTTというイニシエーター配列
を有していたため、ここが転写出発点となる可能性が高い。  
 また、キャラボクの BAPTの上流配列にはなかった脱水反応の配列 CATGT 

(Simpsonら2003)と水ストレス応答配列CCWACC (W=A/T) (Grotewoldら 1994)が存
在していることが分かった。 
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C.dBAPTpartial              ATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCCATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATG 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCCATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ATGAAGAAGACAGGTTCGTTTGCAGAGTTCCATGTGAATATGATTGAGCGAGTCATG 

                            ******************** ************************************ 

C.dBAPTpartial              TGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAAC 

TaxusmediaBAPTmRNA          TGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAAC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATCCTCCCTCTCTCCGCCATTGACAAC 

                            ******************************************************** 

C.dBAPTpartial              ATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTC 

TaxusmediaBAPTmRNA          ATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATTGCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTC 

                            ********************************************************* 

C.dBAPTpartial              TCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGGGAGGCTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          TCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTAT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TCTGCAGATCCTGCAAAAGTGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTAT 

                            ************************** ** 

C.dBAPTpartial              TACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTGAAGTGGAGTGC 

TaxusmediaBAPTmRNA          TACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTGAAGTGGAGTGC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TACCCTTTTGCTGGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTGAAGTGGAGTGC 

                            ********************************************************* 

C.dBAPTpartial              ACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTTA 

TaxusmediaBAPTmRNA          ACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTTA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ACAGGGCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCTTA 

                            *************** 

C.dBAPTpartial              ACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTAATTTTTTCTCTACCACAG 

TaxusmediaBAPTmRNA          ACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTACCACAG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ACAGATCTGGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCTCTACCACAG 

                            ******** ***************************** ****************** 

C.dBAPTpartial              GATACAGATATTGAGGACCTCCATCTCTTGATTGTTCAGGTGATTATATGGCTGGTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          GATACAGATATTGAGGACCTCCATCTCTTGATTGTTCAG------------------ 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GATACAGATATTGAGGACCTCCATCTCTTGATTGTTCAG------------------ 

                            **************************************             

C.dBAPTpartial              TGATATTTGGGTAACTTGAAATGATGTCTCTATTAATGGTTACATACATGTTTCTAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          --------------------------------------------------------- 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      --------------------------------------------------------- 
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C.dBAPTpartial              TGACAGCATGCTTGTGTTCTCTTTGTTGCATGTCTTTTATGCAGGTAACTCGTTTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          --------------------------------------------GTAACTCGTTTT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      --------------------------------------------GTAACTCGTTTT 

                                                                         ************ 

C.dBAPTpartial              ACATGTGGGGGTTTTGTTGTGGGAGCGAATGTGTATGGCAGTACATGCGATGCAAAA 

TaxusmediaBAPTmRNA          ACATGTGGGGGTTTTGTTGTGGGAGCGAATGTGTATGGTAGTACATGCGATGCAAAA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ACATGTGGGGGTTTTGTTGTGGGAGCGAATGTGTATGGTAGTGCATGCGATGCAAAA 

                            ************************************** *** ************** 

C.dBAPTpartial              GGATTTGGCCAGTTTCTTCAAGGTATGGCAGAGATGGCGAGAGGAGAGGTTAAGCCC 

TaxusmediaBAPTmRNA          GGATTTGGCCAGTTTCTTCAAGGTATGGCAGAGATGGCGAGAGGAGAGGTTAAGCCC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GGATTTGGCCAGTTTCTTCAAAGTATGGCAGAGATGGCGAGAGGAGAGGTTAAGCCC 

                            ********************* *********************************** 

C.dBAPTpartial              TCGATTGAACCGATATGGAATAGAGAACTGGTGAAGCTAGAAGATTGTATGCCCTTC 

TaxusmediaBAPTmRNA          TCGATTGAACCGATATGGAATAGAGAACTGGTGAAGCTAGAAGATTGTATGCCCTTC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TCGATTGAACCGATATGGAATAGAGAACTGGTGAAGCTAGAACATTGTATGCCCTTC 

                            ****************************************** ************** 

C.dBAPTpartial              CGGATGAGTC ATCTTCAAATTATACACGCACCTGTAATTGAGGAGAAATTTGTTCA 

TaxusmediaBAPTmRNA          CGGATGAGTC ATCTTCAAATTATACACGCACCTGTAATTGAGGAGAAATTTGTTCA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CGGATGAGTCATCTTCAAATTATACATGCACCTGTAATTGAGGAGAAATTTGTTCA 

                            ************************** ***************************** 

C.dBAPTpartial              AACATCTCTTGTTATAAACTTTGAGATAATAAATCATATCAGACGACGCATCATGGA 

TaxusmediaBAPTmRNA          AACATCTCTTGTTATAAACTTTGAGATAATAAATCATATCAGACGACGCATCATGGA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AACATCTCTTGTTATAAACTTTGAGATAATAAATCATATCAGACGACGCATCATGGA 

                            ********************************************************* 

C.dBAPTpartial              AGAATGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAGCATTGGTTTGGCTAGC 

TaxusmediaBAPTmRNA          AGAATGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAGCATTGGTTTGGCTAGC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AGAACGCAAAGAAAGTTTATCTTCATTTGAAATTGTAGCAGCATTGGTTTGGCTAGC 

                            **** **************************************************** 

C.dBAPTpartial              AAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAAT 

TaxusmediaBAPTmRNA          AAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAAT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AAAGATAAAGGCTTTTCAAATTCCACATAGTGAGAATGTGAAGCTTCTTTTTGCAAT 

                            ********************************************************* 

C.dBAPTpartial              GGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCAATGCCTT 

TaxusmediaBAPTmRNA          GGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCAATGCCTT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GGACTTGAGGAGATCATTTAATCCCCCTCTTCCACATGGATACTATGGCAATGCCTT 

                            ********************************************************* 
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C.dBAPTpartial              TGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGTGGATCTCTTTTGCG 

TaxusmediaBAPTmRNA          TGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGTGGATCTCTTTTGCG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TGGTATTGCATGTGCAATGGATAATGTCCATGACCTTCTAAGTGGATCTCTTTTGCG 

                            ********************************************************* 

C.dBAPTpartial              CACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACAAAGAACTCAACTCAAA 

TaxusmediaBAPTmRNA          CACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACAAAGAACTCAACTCAAA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CACTATAATGATCATAAAGAAATCAAAGTTCTCTTTACACAAAGAACTCAACTCAAA 

                            ********************************************************* 

C.dBAPTpartial              AACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGTTTGAAGATGTAGTTTC 

TaxusmediaBAPTmRNA          AACCGTGATGAGCTCGTCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGTTTGAAGATGTAGTTTC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AACCGTGATGAGCTCATCTGTAGTAGATGTCAATACGAAGTTTGAAGATGTAGTTTC 

                            *************** ***************************************** 

C.dBAPTpartial              AATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACTTTGGGTGGGGAGATGC 

TaxusmediaBAPTmRNA          AATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACTTTGGGTGGGGAGATGC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AATTAGTGATTGGAGGCATTCTATATATTATGAAGTGGACTTTGGGTGGGGAGATGC 

                            ************************************************** 

C.dBAPTpartial              AATGAACGTGAGCACTA 

TaxusmediaBAPTmRNA          AATGAACGTGAGCACTA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      AATGAACGTGAGCACTA 

                            ***************** 

図 10 BAPT遺伝子部分配列(1268bp) アライメント 

Fig. 10 Genome sequence alignment of BAPT partial sequence(1268bp) of Cordyceps dipterigene 

by gel extraction PCR and Genome Walking 

紫の間部分はイントロン 赤は開始コドン 赤字：アシル基転移酵素で保存性の高い配列 

Region between purple boxes is intron. Red box is start codon. Red letters are gene sequences 

coreresponding to conserved motif in acyl transferase 

Taxus x media phenylpropanoyltransferase (BAPT) mRNA(84-1233bp)   1147/1150 (99%) 

Taxus cuspidata phenylpropanoyltransferase mRNA(1-1150bp)          1139/1150 (99%) 
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kyaraBAPTflanking      AATATATAATTCCTGGAAAACTGTTAACGTCACTCCGGTTGAATATGGGGCCTCCATCGT 

C.dBAPTflanking        -AAATTTGTGTTGATAACAATCCATGTGGAAATTGAAAGCCAAAATATAGA-TAAGTATC 

                        * ** *   *     * **    *   *  * *       ** **   *  *   *    

kyaraBAPTflanking      TTCTTAATTTGGCTGTTTCGC-TGATGGAATATAGACACATGTG-AGTAATCACTGGCCC 

C.dBAPTflanking        CACGTGAAACAGTAACCACACATGAAAAAGTAACCACAGGGAAACAGTAAACACCAACCC 

                         * * *    *      * * ***   * **   ***       ***** ***   *** 

kyaraBAPTflanking      ATGTTCAATGTATCATTTTCCCTACATAA---ACAATTATCCAGCTGCTCAATTCCCATC 

C.dBAPTflanking        AGGTTCACTGCATCATTTTCCCTACATAATTAACAATTATCTAGCTGCTCAATTCCCATC 

                       * ***** ** ******************   ********* ****************** 

kyaraBAPTflanking      CTATTTTCTGAAAGCTTTTTCC--TCTGTTCTGAATACTTAGAG 

C.dBAPTflanking        CTATTTTCTGAAAGCTTAATCCGCTCTGTTCTGAATACTTAGAG 

                       *****************  ***  ******************** 

図 11 Cordyceps dipterigene の BAPT遺伝子上流配列と転写調節因子解析結果 

Fig. 11 Genome sequence alignment of t -flanking sequence of BAPT from Cordyceps 
dipterigene and prediction of cis-acting element 

 

GATABOX  配列:GATA 光応答性配列 sequence:GATA  light response cis element 

GT1cosensus配列 配列:GRWAAW  R=A/G; W=A/T 光応答性   

sequence:GRWAAW  light response cis element 

MYC結合配列   配列  CATGT  脱水応答配列 

                   sequence:CATGT dehydoration response element 

MYB結合領域 配列WAACCA W=A/T     水ストレス脱水応答配列  

        sequence:WAACCA W=A/T   dehydoration response element 

Initiator配列     配列 YYANWYY Y=C/T; W=A/T; N=A/T/G/C  転写開始点 

        sequence: YYANWYY  start point of transcription  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



136 
 

次に、Colletotrichum gloeosporioidesのゲノムウォーキングの結果を示す。TXS
遺伝子に関しては、3つの DNA断片を増幅することに成功し、それぞれ TXS候
補遺伝子 1,2および 3と名付け、それぞれのアライメント図を Fig. 12, 13,14に示
した。Fig. 12に示したように、TXS候補遺伝子 1は、1154bpの DNA断片で、
既知のイチイ属由来TXS遺伝子の 250bpあたりから 1400bpあたりをカバーして
いる部分と 96%以上の高い相同性が確認された。また、この 1154bpの中に 3つ
のイントロン部分が存在していると考えられた。 

Fig.13に示したように、TXS候補遺伝子 2は 952bpの DNA断片であり、既知
のイチイ属由来 TXS遺伝子の 1800bpから 2800bpあたりをカバーしている部分
と 95%以上の高い相同性を示した。また、この 952bp の中に 4 つのイントロン
部分が存在していると考えられた。 

Fig.14 に示したのは、193bp の TXS 候補遺伝子 3 のアライメント図であり、
その結果から、この部分は既知の TXS遺伝子の 3250bpから 3450bpの部分の断
片であることが示唆された。 

 
 BAPT 遺伝子に関しては 1 つの DNA 断片を増幅することに成功した。その
DNA断片と既知のイチイ属由来 BAPT遺伝子とのアライメント図を Fig.15に示
した。Fig.15に示したように、この DNA断片は 481bpの長さで、BAPT遺伝子
の 5 非翻訳領域と翻訳領域 420bp に相当する部分であることが示唆された。翻
訳領域の 420bpに関しては、98%と非常に高い相同性を示したが、5 非翻訳領域
に関しては、77%とやや低い値となった。 
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TaxusbaccataTXSmRNA         TTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGTGG 

TaxusbaccataTXSgene         TTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGTGG 

C.gTXS1                  TTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGTGG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTGTGGATGATATCCCTCGACTCTCCGCCAATTATCATGGCGATCTGTGG 

                            ************************************************** 

TaxusbaccataTXSmRNA         CACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCATTTCGTGAG-------- 

TaxusbaccataTXSgene         CACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCGTTTCGTGAGGTAGGGAA 

C.gTXS1                 CACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCATTTCGTGAGGTAGGGAA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CACCACAATGTTATACAAACTCTGGAGACACCGTTTCGTGAGGTAGGGAA 

                            ******************************** *********         

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSgene         AAGTAGAAAACAGATTAAACGGATTTAATGGGTAGATTTAGTCGTTCATA 

C.gTXS1                  AAGTAGAAAACAGTTTAAACGGATTTAATGGGTAGATTTAGTCGTTCATA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      AAGTAGAAAACAGTTTAAACGGATTTAATGGGTAGATTTAGTCGTTCATA 

                                                                               

TaxusbaccataTXSmRNA         ------------------------------AGTTCTACTTTCCAAGAACG 

TaxusbaccataTXSgene         TTTGTTGGCTGACATTTCTGTGAACTGCAGAGTTCTACTTACCAAGAACG 

C.gTXS1                  TTTGTAGGCTGACATTTCTGTGAACTGCAGAGTTCTACTTACCAAGAACG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTTGTTGGCTGACATTTCTGTGAACTGCAGAGTTCTACTTACCAAGAACG 

                                                          ********** ********* 

TaxusbaccataTXSmRNA         GGCAGACGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAGATATGTTCAATGCGCTCGGAG 

TaxusbaccataTXSgene         GGCAGATGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAGATATGTTCAATGCGCTCGGAG 

C.gTXS1                  GGCAGATGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAGATATGTTCAATGCGCTCGGAG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      GGCAGATGAGCTGGTTGTGAAAATTAAAGATATGTTCAATGCGCTCGGAG 

                            ****** ******************************************* 

TaxusbaccataTXSmRNA         ACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGGTGGCGAGGGTG 

TaxusbaccataTXSgene         ACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGGTGGCGAGGGTG 

C.gTXS1                  ACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGGTGGCGAGGGTG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      ACGGAGATATCAGTCCGTCTGCATACGACACTGCGTGGGTGGCGAGGGTG 

                            ************************************************** 

TaxusbaccataTXSmRNA         GCGACCGTTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCCT 

TaxusbaccataTXSgene         GCGACCGTTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCCT 

C.gTXS1                  GCGACCATTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCCT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      GCGACCATTTCCTCTGATGGATCTGAGAAGCCACGGTTTCCTCAGGCCCT 

                            ****** ******************************************* 

TaxusbaccataTXSmRNA         CAACTGGGTTTTAAACAACCAGCTCCAAGATGGATCATGGGGTATCGAAT 
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TaxusbaccataTXSgene         CAACTGGGTTTTAAACAACCAGCTCCAGGATGGATCGTGGGGTATCGAAT 

C.gTXS1                  CAACTGGGTTTTCAACAACCAGCTCCAGGATGGATCGTGGGGTATCGAAT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CAACTGGGTTTTCAACAACCAGCTCCAGGATGGATCGTGGGGTATCGAAT 

                            ************ ************** ******** ************* 

TaxusbaccataTXSmRNA         CGCACTTTAGTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGGTCAATTCTGTTATC 

TaxusbaccataTXSgene         CGCACTTTAGTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGGTCAATTCTGTTATC 

C.gTXS1                  CGCACTTTAGTTTATGCGATCGATTGCTTAACGCGACCAATTCTGTTATC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CGCACTTTAGTTTATGCGATCGATTGCTTAACACGACCAATTCTGTTATC 

                            ******************************** **  ************* 

TaxusbaccataTXSmRNA         GCCCTCTCGGTTTGGAAAACAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAG------- 

TaxusbaccataTXSgene         GCCCTCTCGGTTTGGAAAACAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAGGTCAGAA 

C.gTXS1                  GCCCTCTCGGTTTGGAAAACAGGGCACAGCCAAGTAGAACAAGGTTAGAA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      GCCCTCTCGGTTTGGAAAACAGGGCACAGCCAAGTACAACAAGGTCAGAA 

                            ************************************ ******        

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSgene         TCATGGCATTTTGGGAAAAAAAAAATAGTGTTGAAGGTTTACTGGTCAAT 

C.gTXS1                  TCATGGCATTTTGGGAAAAAAAAA-CAGTGTTGAAGGTTTACTGGTCAAT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      ACATGGCATTTTGGGAAAAAAAAATTAGTGTCGAAA-TTGACTGGTCAAT 

                                                                               

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSgene         CAACTAATGTTTTGTTTATCATTTTTTGGGGTGGATTTATCATTGGTTGG 

C.gTXS1                  CAACTAATGTTTTGTTTCTCATTTTTTGGGGTGGATTTATCATTGGTTGG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CAACCAATGGGTTGTTTACCATTTTTTAAGGTGGATTTATCATTGGTTGG 

                                                                               

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSgene         TTGACCAGTCAGCCTTGCAAACATATGTGATGTTTAAGC--------CCC 

C.gTXS1                     CTGATCAGTCAGCCTTGCAAATATATGTGATGTTTAAGC--------GCC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTGACCAGTCAGCCTTGCAAACATATGTCATGTTTAAGCTGAGCTTTGCC 

                                                                               

TaxusbaccataTXSmRNA         -----------------------------------------GTACTGAGT 

TaxusbaccataTXSgene         AAATCTGTTGTCTCATTATTTTTCTGTTTTTTTCTCCACAGGTGCTGAGT 

C.gTXS1                     AAATCTGTTGTCTCATTATTTTTCTATTTTTTTCTCCACAGGTACTGAGT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      AAATTTGTTGTCTCATTATTTTTCTGTTTTTTTCTCCACAGGTGCTGAGT 

                                                                      ******** 
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TaxusbaccataTXSmRNA         TTATTGCAGAGAATCTAAGATTACTCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCG 

TaxusbaccataTXSgene         TTATTGCAGAGAATCTAAGATTACTCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCG 

C.gTXS1                     TTATTGCAGAGAATCTAAGATTACTCAATGAGGAAGATGAGCTGTCCCCG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTATTGCAGAGAATCTAAGATTACTCAATGAGGAAGATGAGTTGTCCCCG 

                            ***************************************** ******** 

TaxusbaccataTXSmRNA         GATTTCGAAATAATCTTTCCTGCTCTGCTGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGG 

TaxusbaccataTXSgene         GATTTCGAAATAATCTTTCCTGCTCTGCTGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGG 

C.gTXS1                     GATTTCGAAATAATCTTTCCTGCTCTGCTGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      GATTTCCAAATAATCTTTCCTGCTCTGCTGCAAAAGGCAAAAGCGTTGGG 

                            ****** ******************************************* 

TaxusbaccataTXSmRNA         GATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATCTTTGTCGACAACAC 

TaxusbaccataTXSgene         GATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATCTTTGTCGACAACAC 

C.gTXS1                     GATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATCTTTGTCGACAACAC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      GATCAATCTTCCTTACGATCTTCCATTTATCAAATATTTGTCGACAACAC 

                            *********************************** ************** 

TaxusbaccataTXSmRNA         GGGAAGCCAGGCTTACAGA------------------------------- 

TaxusbaccataTXSgene         GGGAAGCCAGGCTTACAGAGTGAGTGAAAACTCTGTTACTGTTTTCTTTT 

C.gTXS1                     GGGAAGCCAGGCTTACAGAGTGAGTGAAAACTTTGTTACTGTTTTTAAAA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      GGGAAGCCAGGCTTACAGAGTGAGTGAAAACTCTGCTACTGTTTTTTTAA 

                            *******************                                

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSgene         TTCAAAA-CTGGGCATCATGTTCTGGATTTGTAATTTGTTATTTTTTGCC 

C.gTXS1                     AAAAAAAACTGGTAATCATGTTCTGGATTTGTAATTTGTTCTTTTTGGCC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      AAAAAAAACTGGGCATCATGTTCTGGATTTCAAATTTGTTCTTTTTGGCC 

                                                                               

TaxusbaccataTXSmRNA         -------TGTTTCTGCGGCAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAAT 

TaxusbaccataTXSgene         ATTGCAGTGTTTCTGCGGCAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAAT 

C.gTXS1                     ATTGCAGTGTTTCTGCGGCAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAAT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      ATTGCAGTGTTTCTGCGGCAGCAGACAATATTCCAGCCAACATGTTGAAT 

                                   *********** ******************************* 

TaxusbaccataTXSmRNA         GCGTTGGAGGGTCTGGAGGAAGTTATTGATTGGAACAAGATTATGAGGTT 

TaxusbaccataTXSgene         GCGTTGGAAGGTCTCGAGGAAGTTATTGACTGGAACAAGATTATGAGGTT 

C.gTXS1                     GCGTTGGAGGGTCTCGAGGAAGTTATTGACTGGAACAAGATTATGAGGTT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      GCGTTGGAAGGTCTCGAGGAAGTTATTGACTGGAACAAGATTATGAGGTT 

                            ******** ***** ************** ******************** 
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TaxusbaccataTXSmRNA         TCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCTCCCCTGCCTCCACTGCCTGTG 

TaxusbaccataTXSgene         TCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCTCCCCTGCCTCCACTGCCTGTG 

C.gTXS1                     TCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCTCCCCTGCCTCCACTGCCTGTG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TCAAAGTAAAGATGGATCTTTCCTGAGCTCCCCTGCCTCCACTGCCTGTG 

                            ************************************************** 

TaxusbaccataTXSmRNA         TACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTCTTCTCAACAATCTG 

TaxusbaccataTXSgene         TACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTCTTCTCAACAATCTG 

C.gTXS1                     TACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTTTTCTCAACAATCTG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TACTGATGAATACAGGGGACGAAAAATGTTTCACTTTTCTCAACAATCTG 

                            *********************************** ************** 

TaxusbaccataTXSmRNA         CTGGACAAATTCG 

TaxusbaccataTXSgene         CTGGACAAATTCG 

C.gTXS1                     CTGGACAAATTCG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CTCGACAAATTCG 

                            ** ********** 

 

図 12  TXS1(1154bp)遺伝子のアライメント 

Fig. 12 Genome sequence alignment of TXS1(1154bp) partial sequences 

緑字は基質の入るポケットの蓋となる部分 活性を有するために必要な部分 

Green letters are gene sequences corresponding to the necessary part to cap the active site for 

catalytically activity  

紫の間の部分はイントロン  

Regions between purple boxes are introns. 

Taxus baccata tasy gene for taxadiene synthase(233-1386bp)  1128/1154 (98%) 

Taxus brevifolia taxadiene synthase gene(258-1419bp)     1117/1162 (96%), 

Taxus baccata taxadiene synthase mRNA(233-1021bp)         780/789(99%) 
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TaxusbaccataTXSgene         CGATGTTTCTTCAGGTCAGAAGATCAGAAATAATGAAAATAAAAGAAACT 

TaxusbaccataTXSmRNA         CGATGTTTCTTCAG------------------------------------ 

C.gTXS2                     CGATGTTTCTTCAGGTCAGAAGATCAGAAATAATGAAAATAAAAGAAACT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CAATGTTTCTTCAGGTCAGAAGATCAGAAATAATGAAAATAAAAGAATTT 

                            **************                                      

TaxusbaccataTXSgene         GGTTTTACTGTCTTATAGGCTATTCTTTTAGCCTCATGGACGTCAAAAAG 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

C.gTXS2                     GGTTTTACTGTCTCATAGGCTATTCTTTTAGCCTCGTGGACGTCAAAAAG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      GGTTTTACTGTCTCATAAGCTATTCTTTCAGACTCATGGAAGTTAAAAAG 

                                                                               

TaxusbaccataTXSgene         TTTTCATTT----------------GCTTTTATCAGATCTCAAGACTGTT 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

C.gTXS2                     TTTTCATTTCATTTCATTT------GTTTTTATCAGATCTCAAGACTGTT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTTTCATTTCATTTCATTTCAGCTGGCTTTTATCAGATCTCAACATTGTT 

                                                                               

TaxusbaccataTXSgene         AAATTGTTTGCCATTTGTAAAAATTCTTTGTGCTGATATGGAAACAAAAA 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

C.gTXS2                     AAATTGTTTGCCATTTGTAAAAATTCTTTGTGCTGATATGGAAACAAAAA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      AAATTGTTTGTCATTTGTAAAAATTCTTTGCGCTGATATGGAAACAAAAA 

                                                                               

TaxusbaccataTXSgene         TATGAAAGCAGATGTTTTGAATAATTTCAAAGATGAAAACGGGCGGTTCT 

TaxusbaccataTXSmRNA         ---------AGATGTTTTGAATAATTTCAAAGATGAAAACGGGCGGTTCT 

C.gTXS2                     TATGAAAGCAGATGTTTTGAATAATTTCATAGATGAAAACGGGCGGTTCT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TATGAAAGCAGACGTTTTGAATAATTTCAAAGATGAAAACGGGCGGTTCT 

                                    **** **************** ******************** 

TaxusbaccataTXSgene         TCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCGTGGTGAATCTT 

TaxusbaccataTXSmRNA         TCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCGTGGTGAATCTT 

C.gTXS2                     TCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCGTGGTGAATCTT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TCTCCTCTGCGGGCCAAACCCATGTCGAATTGAGAAGCGTGGTGAATCTT 

                            ************************************************** 

TaxusbaccataTXSgene         TTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAGGAGCTATGGACGATGC 

TaxusbaccataTXSmRNA         TTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAGGAGCTATGGACGATGC 

C.gTXS2                     TTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAGGAGCTATGGACGATGC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTCAGAGCTTCCGACCTTGCATTTCCTGACGAAAGAGCTATGGACGATGC 

                            ********************************* **************** 
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TaxusbaccataTXSgene         TAGAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGACGCACTTGCAACGAAAATCT 

TaxusbaccataTXSmRNA         TAGAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGACGCACTTGCAACGAAAATCT 

C.gTXS2                     TAGAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGACGCACTTGCAACAAAAATCT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TAGAAAATTTGCAGAACCATATCTTAGAGAGGCACTTGCAACGAAAATCT 

                            ****************************** *********** ******* 

TaxusbaccataTXSgene         CAACCAATACAAAACTATACAAAGAGGTTAGTACAATTTATTTTTATTAA 

TaxusbaccataTXSmRNA         CAACCAATACAAAACTATACAAAGAG------------------------ 

C.gTXS2                     CAACTAATACAAAACTATTCAAAGAGGTTAGTACAATTTATTTTTATTAA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CAACCAATACAAAACTATTCAAAGAGGTTAGTACAATTTATTTTGATTAA 

                            **** ************* *******                         

TaxusbaccataTXSgene         CAAAAATATATCAATAATTCTACCAACATAATTAGGAGTAAACCTAAAGT 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

C.gTXS2                     CAAAAATATATCAATAATTCTACCAACATAATTAGGAGTAAACCTAAAGT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CAAAAATATATCAATAATTCTACCAACATAATTAGAAGTAAACCTAAAGT 

                                                                               

TaxusbaccataTXSgene         TTTCTATTATATGTAGTTAGAAATCAAGGTTTCTCTAATATGATGGATCA 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

C.gTXS2                     TTTCTATTATATGTAGTTAGAAATCAAGGTTTCTCTAATATGATGGATCA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTTCTATTAGATGTAATTAGAAATCAAGGTTTCTCTAATATGATGGATCA 

                                                                               

TaxusbaccataTXSgene         TCCCAGATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATGAGTATCCCACG 

TaxusbaccataTXSmRNA         ------ATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATGAGTATCCCACG 

C.gTXS2                     TTTCAGATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATGAGTATCCCACG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTTCAGATTGAGTACGTGGTGGAGTACCCTTGGCACATGAGTATCCCACG 

                                  ******************************************** 

TaxusbaccataTXSgene         CTTAGAAGCCAGAAGTTATATTGATTCATATGACGACGATTATGTATGGC 

TaxusbaccataTXSmRNA         CCTAGAAGCTAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGACGATTATGTATGGC 

C.gTXS2                     TCTAGAAGCCAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGATGATTATGTATGGC 

TaxusmediaTXSmRNA           CCTAGAAGCCAGAAGTTATATTGATTCGTATGACGACGATTATGTATGGC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CTTAGAAGCCAGAAGTTATATTGATTCATATGACGACAATTATGTATGGC 

                              ******* ***************** ********  ************ 

TaxusbaccataTXSgene         AGAGGAAGACTCTATACAGGTGAGTTCAAATATATCCCCATTACCCTTTA 

TaxusbaccataTXSmRNA         AGAGGAAGACTCTATACAG------------------------------- 

C.gTXS2                     AGAGGAAGACTCTATACAGGTGAGTTCAAATATAATCACATTACCCTTCA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      AGAGGAAGACTCTATATAGGTGAGTTCAAATATGATCACATTACCCTTCA 

                            *********** **** **                                
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TaxusbaccataTXSgene         ATTTTATATAGAATTTATGACCCGTTGTTGTATCGATTGCTATCTTTTCT 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

C.gTXS2                     ATTTTATATAGAATTTATGAGCCGTTGTTGTATCGATTGCTATCTTTTCT 

TaxusbrevifoliaTXSgene      ATTTTATATAGAATTTATGAGCAGTTGTTGTATCGATTGCTATCTTTTCT 

                                                                               

TaxusbaccataTXSgene         CAGTACTGAGGTTATAATTCGTGCAACAGAATGCCATCTTTGAGTAATTC 

TaxusbaccataTXSmRNA         -----------------------------AATGCCATCTTTGAGTAATTC 

C.gTXS2                     CAGTATTGAGGTTATAATCCGTGCAACAGAATGCCATCTTTGAGTAATTC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CAGTACTGAGGTTATAATCCGTGCAACAGAATGCCATCTTTGAGTAATTC 

                                                         ********************* 

TaxusbaccataTXSgene         AAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACTTCAATATCGTACAATCTTTGC 

TaxusbaccataTXSmRNA         AAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACTTCAATATCGTACAATCTTTGC 

C.gTXS2                     AAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACTTCAATATCGTACAATCTTTGC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      AAAATGTTTAGAATTGGCAAAATTGGACTTCAATATCGTACAATCTTTGC 

                            ************************************************** 

TaxusbaccataTXSgene         ATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGGTGGGTGATAAATTGTCATACC 

TaxusbaccataTXSmRNA         ATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAG---------------------- 

C.gTXS2                     ATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGGTGGGTGATAAATTGTCATACC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      ATCAAGAGGAGTTGAAGCTTCTAACAAGGTGGGTGATAAATTGTCATACC 

                            ****************************                       

TaxusbaccataTXSgene         TTCTCAATTTATTCAAAACCTAATTTTTTGGGGAGGAGAACATGAAGTAA 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

C.gTXS2                     TTCTCAATTTATTCAAAACCTAATTTTTTGGGGAGGAGAACATGAAGTAA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TTCTCAATTTATTCAAAACCTAATTTTTTGGGGAGGAGAACATGAAGTAA 

TaxusbaccataTXSgene         TAATCTAC 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------- 

C.gTXS2                     TGATCTAC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      TAATCTAC 

 

図 13 TXS2(952bp)遺伝子のアライメント 

Fig. 13 Genome sequence alignment of TXS2(952bp) partial sequences 

（紫の間）部分はイントロン  

Regions between purple boxes are introns.  

Taxus baccata tasy gene for taxadiene synthase(1797-2738bp)  921/952 (96%) 

Taxus brevifolia taxadiene synthase gene(1830-2787bp)     917/956 (95%), 

Taxus baccata taxadiene synthase mRNA(1248-1691bp)         436/443(98%) 
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C.gTXS3                     AATTGAGAATTTTTATAGTTTAGATGCATTTCTTTTTAAGGTAAAAACAC 

TaxusbaccataTXSmRNA         -------------------------------------------------- 

TaxusbaccataTXSgene         AATTGAGAATTTTTATAGTTTAGATGCATTTCTTTTTAAGGTAAAAACAC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      AGTTGAGAATTTTTATAGTTTAGATGCATTTCTTTTTAAGGTAAAAACAC 

                                                                               

C.gTXS3                     CATTGGTACTCACAAAAACATCGTGTATGATTGGAATAGTGGGAGTTGTA 

TaxusbaccataTXSmRNA         ---------------------------------------TGGGAGTTGTA 

TaxusbaccataTXSgene         CATTGGTACTCACAAAAACATCGTGTATGATTGGAATAGTGGGAGTTGTA 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CATTGGTACTCACAAAAACATCGTGTATGATTGGAATAGTGGGAGTTGTA 

                                                                   *********** 

C.gTXS3                     CTTCAATTGTTATGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCTGGGTATATAC 

TaxusbaccataTXSmRNA         CTTCAATTGTTACGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCTGGGTATATAC 

TaxusbaccataTXSgene         CTTCAATTGTTATGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCCGGGTATATAC 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CTTCAATTGTTATGTACAAGAAAGGGAGTGGCTTGAAGCCGGGTATATAC 

                            ************ ************************** ********** 

C.gTXS3                     CAACTTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGG 

TaxusbaccataTXSmRNA         CAACTTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGG 

TaxusbaccataTXSgene         CAACTTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGG 

TaxusbrevifoliaTXSgene      CAACTTTTGAAGAGTACTTAAAGACTTATGCTATATCAGTAGG 

                            **** ************************************** 

 

図 14 TXS3(193bp)遺伝子のアライメント 

Fig. 14 Genome sequence alignment of TXS3(193bp) partial sequences 

（紫の間）部分はイントロン  

Regions between purple boxes are introns.  

 

Taxus baccata tasy gene for taxadiene synthase(3243-3435bp)  192/193(99%) 

Taxus brevifolia taxadiene synthase gene(3291-3483bp)     192/193 (95%), 

Taxus baccata taxadiene synthase mRNA(2041-2144bp)         103/104(98%) 
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TaxusmediaBAPTmRNA          AGAGTATGCGGGGATCTTATTTTCTGAAAGCTTAATCCGCTCTGTTCTGA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      -------------------------------------------------- 

C.gBAPTpartial              CTGCTCAATTCCCATCCTATTTTCTGAAAGCTTTTTC--CTCTGTTCTGA 

                                                                               

TaxusmediaBAPTmRNA          ATACTTAGAGATGAAGAAGACAGGTTCGTTAGCAGAGTTCCATGTGAATA 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      ----------ATGAAGAAGACAGGTTCGTTTGCAGAGTTCCATGTGAATA 

C.gBAPTpartial              ATAATTAGAGATGAAGAAGGCAGATTCGTTAGCAGAGTTCCATGTGAATA 

                                      ********* *** ****** ******************* 

TaxusmediaBAPTmRNA          TGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATC 

C.gBAPTpartial              TGATTGAGCGAGTCATGGTGAGACCGTGCCTGCCTTCGCCCAAAACAATC 

                            ************************************************** 

TaxusmediaBAPTmRNA          CTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATT 

C.gBAPTpartial              CTCCCTCTCTCCGCCATTGACAACATGGCAAGAGCTTTTTCTAACGTATT 

                            ************************************************** 

TaxusmediaBAPTmRNA          GCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAG 

C.gBAPTpartial              GCTGGTCTACGCTGCCAACATGGACAGAGTCTCTGCAGATCCTGCAAAAG 

                            ************************************************** 

TaxusmediaBAPTmRNA          TGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCT 

C.gBAPTpartial              TGATTCGAGAGGCTCTCTCCAAGGTGCTGGTTTATTATTACCCTTTTGCT 

                            ************************************************** 

TaxusmediaBAPTmRNA          GGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTGAAGTGGAGTGCACAGG 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTGAAGTGGAGTGCACAGG 

C.gBAPTpartial              GGGCGGCTCAGAAATAAAGAAAATGGGGAACTTGAAGTGGAGTGCACAGG 

                            ************************************************** 

TaxusmediaBAPTmRNA          GCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      GCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCT 

C.gBAPTpartial              GCAGGGTGTTCTGTTTCTGGAAGCCATGGCTGACAGCGACCTTTCAGTCT 

                            ************************************************** 

TaxusmediaBAPTmRNA          TAACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCT 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      TAACAGATCTGGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCT 

C.gBAPTpartial              TAACAGATCTCGATAACTACAATCCATCGTTTCAGCAGTTGATTTTTTCT 

                            ********** *************************************** 
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TaxusmediaBAPTmRNA          CTACCACAGGATACAGATATTGAGGACCTC 

TaxuscuspidataBAPTmRNA      CTACCACAGGATACAGATATTGAGGACCTC 

C.gBAPTpartial              CTACCACAGGATATAGATATTGAGGGACCA 

                            ************* ***********  * 

図 15 BAPT遺伝子配列 アライメント 

Fig. 15 Genome sequence alignment of BAPT partial sequences from Colletotrichum 
gloeosporioides by Genome Walking 

 赤は開始コドン 開始コドン上流： 非翻訳領域  

Red box is start codon.  

Taxus x media phenylpropanoyltransferase (BAPT)mRNA(24-504bp)   459/481 (95%) 

Taxus cuspidata phenylpropanoyltransferase mRNA(1-420bp)   413/420 (98%) 
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ここまでの研究で得られた部分配列の位置をまとめた模式図を下の Fig. 16, 
17に示した。Cordyceps dipterigeneに関しては、TXS遺伝子 877bp, BAPT遺伝子
1233bpの情報を得た。Colletotrichum gloeosporioidesでは TXS全長 3990bpのう
ち 2299bp分の情報を得た。また BAPT遺伝子は 481bp分の遺伝子情報を取得で
き、全ての情報でイチイ属由来既知のものと 95%以上の高い相同性を示した。 

 

図 16 Cordyceps dipterigeneのシーケンス結果まとめ 
Fig. 16 Results of TXS and BAPT sequences in Cordyceps dipterigene 

 
図 17 Colletotrichum gloeosporioidesのシーケンス結果まとめ 

Fig. 17 Results of TXS and BAPT sequences in Colletotrichum gloeosporioides 
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4-3-3  カヤ内生菌 Cordyceps dipterigene とイチイ内生菌 Colletotrichum 
gloeosporioidesの成分分析 
 以下に、Cordyceps dipterigeneと Colletotrichum gloeosporioidesの菌体からの抽
出成分と液体培地中の成分の HPLC分析の結果を示す。 
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ピーク番号 

Peak number 
tR 

面積 
Area 

高さ 
Height 

面積% 
Area% 

高さ% 
Height% 

1 4.1  120000  7390  8.40  6.91  

2 5.8  386000  27700  27.1  25.9  

3 7.7  135000  9000  9.48  8.48  

4 11.0  105000  6990  7.39  6.54  

5 11.5  9600  1010  0.672  0.945  

6 12.6  50800  3360  3.56  3.15  

7 14.5  385000  30900  27.1  28.9  

8 22.6  179000  15400  12.5  14.4  

9 28.0  53400  5100  3.75  4.77  

 

図 18 Cordyceps dipterigene成分 HPLC分析クロマトグラムとピークデータ 
Fig. 18 HPLC analysis of Extracts from Cordyceps dipterigene and peak table 
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ピーク番号 

Peak number 
tR 

面積 
Area 

高さ 
Height 

面積% 
Area% 

高さ% 
Height% 

1 4.1  76700  5570  4.25  4.14  

2 4.5  35400  2390  1.96  1.77  

3 5.1  107000  7860  5.93  5.84 

4 5.8  424000  30000 23.5  22.3  

5 6.7  10200  838  0.563  0.622  

6 7.3  262000  18200  14.5  13.5  

7 7.7  152000  10100  8.42  7.47  

8 11.0  113000  7420  6.29  5.51  

9 11.5  7430  859  0.412  0.638  

10 12.6 34800  2770  1.93  2.06  

11 14.6  412000  33100  22.9  24.6  

12 22.6 169000  15700  9.39  11.6  

図19 Cordyceps dipterigene培地の成分HPLC分析クロマトグラムとピークデータ 
Fig. 19 HPLC analysis of Extracts from medium of Cordyceps dipterigene and peak 
table 
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ピーク番号 

Peak number 
tR 

面積 
Area 

高さ 
Height 

面積% 
Area% 

高さ% 
Height% 

1 4.1  40700  2750  10.2  9.88  

2 4.7  4970  991  1.24  3.56  

3 4.9  115000  6810  28.7  24.5  

4 5.5  6550  438  1.64  1.58  

5 6.4 8880  1010  2.22  3.64  

6 6.9  115000  6660 28.6  24.0  

7 7.6  20000  2180  5.00  7.84 

8 8.4  11100  836  2.78  3.01  

9 9.8  34500  2350  8.62  8.47  

10 10.6  3460  411  0.865  1.48  

11 11.3  1620  161  0.405  0.579  

12 11.7  2240  203  0.558  0.731  

13 12.1  4870  448  1.26  1.61 

14 12.5  3630  383  0.907  1.38  

15 13.3  3060  286  0.763  1.03  

16 13.6  25300  1880 6.31  6.76  

図 20 Colletotrichum gloeosporioides成分の HPLC分析クロマトグラムとピークデ
ータ 
Fig. 20 HPLC analysis of Extracts from Cordyceps dipterigene and peak table 
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ピーク番号 

Peak number 
tR 

面積 
Area 

高さ 
Height 

面積% 
Area% 

高さ% 
Height% 

1 2.8  276000  8840  1.71  1.07  

2 3.8  1490000  77300  9.25  9.35  

3 4.1  1850000  95600  11.5  11.6  

4 4.3  536000  89700  3.33  10.8  

5 4.4  1620000  92600  10.1  11.2  

6 4.8  1290000  92700  8.01  11.2  

7 5.2  4150000  182000  25.8  22.0  

8 5.7  2760000  110000  17.1  13.3  

9 6.4  582000  21900  3.62  2.65 

10 7.3  1030000  30200  6.40  3.65  

11 9.0  512000  25700  3.18  3.11  

図 21 Colletotrichum gloeosporioidesの培地の成分 HPLC分析クロマトグラムとピ
ークデータ 
Fig. 21 HPLC analysis of Extracts from medium of Cordyceps dipterigene and peak 
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カヤ内生菌 Cordyceps dipterigeneの成分分析の結果の Fig. 16と Fig. 17を比較
してみると、菌体成分と培地からの抽出成分が非常に似通っている。つまり、

Cordyceps dipterigeneは生成した物質を培地中に放出していることが示唆され
た。 
 また、Fig. 16および 17で見られた全てのピークのスペクトルを調べたがタキ
ソイドに特徴的な 220nmあたりに極小値を取り、228~237nmあたりに極大値を
取る物質は発見できなかった(Ketchum1993)。 
イチイ内生菌 Colletotrichum gloeosporioidesの成分分析の結果の Fig.18と

Fig.19を比較してみたが、菌体と培地中の成分に大きな相関はなさそうである。
そのため、Colletotrichum gloeosporioidesは培地中に放出せずに菌体内に蓄えて
いる微量成分が数多く存在することが確認できる。 
また、Cordyceps dipterigeneの場合と同様に、Fig. 18および 19で見られた全て
のピークでスペクトルを取ったところ、菌体からの抽出成分である Fig.18の
tR6.9minの物質のスペクトルが、タキソイドに特徴的な 220nmあたりに極小値
を取り、237nmあたりに極大値を取った。(Fig. 20) 
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図 22 Colletotrichum gloeosporioides成分分析 tR6.9ピークのスペクトル 
Fig. 22 Absorption spectrum of tR6.9 product from Colletotrichum gloeosporioides 
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図 23 イチイ、カヤの抽出成分 tR7.0min の物質のスペクトルと、Colletotrichum 
gloeosporioidesの抽出成分 tR6.9minの物質のスペクトル、BaccatinⅢのスペクト
ルの比較 
Fig. 23 Compariso Absorption spectrum 
緑：カヤの抽出成分 
茶色：イチイの抽出成分 
青：Colletotrichum gloeosporioidesの抽出成分 
水色：BaccatinⅢ 
 

Green line:Spectrum of tR7.0min product extracted from Torreya nucifera  
Brown line: Spectrum of tR7.0min product extracted from Taxus cuspidata 
Blue line:Spectrum of tR6.9min product extracted from Colletotrichum gloeosporioides 
Light-Blue line: Spectrum of BaccatinⅢ 
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4-4 考察 
イチイ科樹木内生菌の単離と同定 

1993年に、太平洋イチイ(Taxus brevifolia)内生菌 Taxomyces andreanaeがタキソ
ールを生産すると報告されて以来、内生菌の利用は非常に魅力的な分野であっ

た。しかし、その後大きな発見がない時期が続いていたが、イチイ属樹木との

共培養など新しい試みがされ始め(Li ら 2009)、近年再び研究が活発になってき
ている。 
これまでに発見されたタキソール生産性の内生菌はイチイ属樹木の内生菌で

あることがほとんどであり、その中には今回の研究で単離されてきた Phomopsis 
sp.や Phylosticta sp.、 Paraconiothyrium sp.なども含まれている(Strobel ら 1996, 
Kumaranら 2009a, Liuら 2009)。このことからイチイ属樹木は種や生活環境が異
なっても、内生菌の種類に共通点が見いだせる。 
 
内生菌のタキソール生成能の検討 
 これまで、タキソール生産性内生菌の存在は数多く発見されてきたが、タキ

ソール生合成経路に関する知見は皆無であった。しかし、近年、TXS 遺伝子と
BAPT遺伝子、DBAT遺伝子をタキソール生産性のマーカーとしたという報告が
いくつかなされている(Zhourら 2007, Zhangら 2008, Miaoら 2009)。しかし、配
列情報を載せたものはなかった。しかし2009年にZhangらによって初めてDBAT
遺伝子の全長配列が、Taxus×mediaから単離された Cladosporium cladosporioides
と Aspergillus candidusからクローニングされた(Zhang ら 2009a,b)。その DBAT
遺伝子は、推定のアミノ酸配列においても、既知のイチイ属のものと 97%とい
う非常に高い相同性であった。 
今回の研究において、イチイ内生菌の Colletotrichum gloeosporioidesが TXS遺
伝子、BAPT 遺伝子、TαH 遺伝子の部分配列を、カヤ内生菌の Cordyceps 
dipterigeneが TXS遺伝子とBAPT遺伝子の部分配列を有していることを示した。 
これは、タキソイド生成関連酵素においては、先の 2つの DBAT 遺伝子の報
告に次いで 3例目、TXS遺伝子、BAPT遺伝子、TαH遺伝子に関しては初の報
告であると思われる。先の Zhangらの報告や、本論文 3章で報告したカヤ(Torreya 
nucifera)が有する TXS遺伝子、BAPT遺伝子、そして今回発見した Colletotrichum 
gloeosporioidesと Cordyceps dipterigeneの TXS遺伝子と BAPT遺伝子の部分配列
が、どれもイチイ属樹木の既知の酵素遺伝子と 95%以上の高い相同性を示した
ことから、タキソイド生成関連酵素遺伝子は種を超えて保存性が高いことを示

しており、タキソイド生成能を有しているかどうかのスクリーニングを行うマ

ーカーとして利用できる信頼性を高めた。 
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一方、Cordyceps dipterigeneの BAPT遺伝子の上流配列がキャラボクのものと
は異なっていたことから、イチイ属とは異なる転写制御を受けていることが分

かった。 
また、今回の研究で、Colletotrichum gloeosporioides にタキソイドに特徴的な

220nm あたりに極小値を取り、237nm あたりに極大値を取る物質が存在してい
ることを確認した。この物質の存在と遺伝子の部分配列の存在から、

Colletotrichum gloeosporioidesがタキソイド生成能を有している可能性は高い。 
近年ではイチイ属樹木以外の樹木にもタキソール生産性内生菌が存在してい

ることが報告されてきているが(Gangadeviら 2008, Kumaranら 2008a,b,Kumaran
ら 2009b)、今回のカヤの内生菌にタキソイド類縁体があることと、タキソイド
生成関連酵素遺伝子が存在しているという報告は、タキソール生産菌の探索の

幅を広げるという意味でも意義深い。 
 
これらのことから、イチイ属樹木以外の内生菌にもタキソール生産菌が存在

していることが示唆された。 
これまで、イチイ属樹木以外の植物で唯一タキソールの生産が報告されてい

た西洋ハシバミにおいては(Bestoso ら 2006)、胴枯れ病の研究を行っている際に
タキソールが発見された。しかし、それ以後の研究があまり進んでいないこと、

タキソールの生産が報告されている Phomopsis 属は植物によっては胴枯れ病を
引き起こすことなどから、西洋ハシバミから発見されたタキソールは内生糸状

菌由来のものであったのかもしれない。 
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第 5章 総括 
これまでの研究内容を総括する。 

 
2章では、タキソールの主な供給方法であるイチイ属樹木の細胞培養法による
供給増加を目指して、イチイ属樹木のタキソイド生成関連酵素遺伝子の転写調

節因子に関する知見を得るため、イチイ属樹木で園芸種としても利用されてい

て栽培しやすいキャラボクの遺伝子解析を行った。 
 その結果、タキソールの存在は確認されていたものの、タキソール生成関連

酵素遺伝子についての情報がほとんどなかったキャラボクに、7つのタキソイド
生成酵素遺伝子が存在していることが示せた。その中でも特にキーエンザイム

と考えられるゲラニルゲラニル二リン酸を環化させタキサジエンを合成する

TXSと、タキソールの供給方法の一つとなっている前駆物質 BaccatinⅢからの半
合成を触媒する BAPT という 2 つの酵素遺伝子をクローニングすることに成功
した。また、この 2 つの酵素遺伝子の上流配列を読み、その転写調節領域をデ
ータベース PlantPANを用いて解析した。その結果、TXS遺伝子の上流にはアブ
シジン酸応答配列とエチレン応答配列があり、これらの存在から、TXS の発現
は細胞の枯死によってスタートすることが示唆された。また、 BAPT遺伝子は、
TAATBOX の代わりにイニシエーター配列を有しており、転写開始点の位置が
分かった。さらに、TXS 遺伝子、BAPT 遺伝子共通の特徴として光応答性配列
が多数存在していることが分かり、光条件をコントロールすることでイチイ樹

木の栽培や培養細胞法によるタキソールの供給量を増加させることができる可

能性が示唆された。 
 

3章では、タキソール生成能を有する新規植物を発見し、タキソールや前駆物
質の供給源の選択性を高めることを目的とし、イチイ属以外で唯一イチイ科に

分類されるカヤに着目して、その遺伝子解析および成分分析を行った。まず、

カヤのゲノム上にタキソイド生成関連酵素遺伝子配列の有無を PCRを用いて調
べた。その結果、ジテルペン合成酵素の GGPPS 遺伝子とタキソイドの 13 位を
水酸化する TαH遺伝子の部分配列を有していることが分かった。 
 次に、タキソール生産のキーエンザイムである TXSと BAPTの存在可能性
をより正確に調べるために、ハイブリダイゼーションを行った。その結果バン

ドが確認できたため、ゲル抽出 PCRとゲノムウォーキング法を用いて、TXS遺
伝子と BAPT遺伝子のクローニングを行った。その結果、TXS遺伝子では 3248bp
の部分配列が、BAPT遺伝子では 444bpと 712bpの部分配列を読むことができ、
これらの酵素遺伝子の存在を確認した。また、これらの相同性が全て 95%以上
と非常に高く、タキソイド生成関連酵素遺伝子は属を超えて高い相同性を示す
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ことが示唆された。これは、タキソイド骨格という特殊で複雑な構造の物質を

基質とするためではないかと考えた。 
また、今回取得した 4 つの遺伝子の部分配列情報は、全てカヤでは初めての
報告となる。 
さらに、MeOHとクロロホルムを用いてカヤの葉から成分抽出し、HPLCで分
析した。その結果、標品として用いたタキソールと BaccatinⅢの存在は確認でき
なかったが、イチイ、キャラボクの葉の抽出物と同じリテンションタイムのと

ころに、タキソイドの特徴である 220nmあたりに極小値を取り、228~237nmの
間で極大値を示す物質が存在していることが確認できた。 
以上、遺伝子と成分という二つの側面から、カヤがタキソイドを生成できる

ことが示唆され、これまでイチイ属特有の二次代謝物と考えられてきたタキソ

イドの存在がイチイ科樹木へと広がった。 
 
4章では、イチイ科植物のイチイ(Taxus cuspidata)とカヤ(Torreya nucifera)
から内生菌を単離し、その遺伝子解析を行うことでタキソイド生成能を調べ、

新たなタキソール供給資源となりうる内生菌を探索することを目的とした。ま

た、これまでに発見されてきた Taxol-producing fungiの遺伝子解析については例
がなく、今回の研究では、Taxol-producing fungiのタキソイド生成関連酵素遺伝
子についてまとめることを目的とした。 
まず、イチイとカヤの内生菌を単離し、その rDNA の ITS 領域の配列を調べ
ることで菌種を同定した。その結果、ほぼ同じ場所に生育するイチイとカヤの

内生菌の宿主特異性がうかがえる結果となった。 

また、今回単離されたイチイ内生菌のうち 3 種類、カヤ内生菌のうち 2 種類
は既にタキソール生産性が報告されているものであり、カヤの中に

Taxol-producing fungiが存在していることが初めてわかった。 
次に、タキソール生産性内生菌を探索するため、イチイ属樹木において配列

既知で、利用性の高い TXS遺伝子、BAPT遺伝子、T H遺伝子の配列からプロ
ーブを作成して、ドットブロットハイブリダイゼーションを行い、タキソール

生産性の一次スクリーニングとした。イチイ内生菌  [Colletotrichum 
gloeosporioides]、  [Paraconiothyrium microdiplodia]、カヤ内生菌  [Cordyceps 
dipterigene]、H[Sordariomycete sp.]の 4種において、TXS、 、BAPT 3つす
べての酵素遺伝子のプローブでハイブリダイズし、これらの酵素の遺伝子配列

を有する可能性が示唆された。 4 種のうち 3 種はタキソール生産性が報告され
ているものであったが、カヤ内生菌[Cordyceps dipterigene]は新規の菌であった。
また、この他の菌においても、1つないしは 2つの酵素のプローブでハイブリダ
イズしており、今回のプローブでは 3 つ全てを検出できなかっただけで、これ
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らの内生菌にはタキソール生合成経路を有している可能性は捨てきれないが、

現段階においてはイチイ属樹木内でタキサン骨格の水酸化以降の段階におい

て、 タキソール生産に関わっている菌種の可能性が推測された。  

次にドットブロットの結果で TXS、 、BAPT 3 つすべての酵素遺伝子の
プローブでハイブリダイズした 4 種の内、比較的成長の早いイチイ内生菌
Colletotrichum gloeosporioidesと、新規のカヤ内生菌 Cordyceps dipterigeneの遺伝
子解析を行った。サザンハイブリダイゼーション、ゲル抽 PCR、ゲノムウォー
キング法を用いてタキソイド生成関連酵素遺伝子の存在確認を行った。 
 その結果、カヤ内生菌 Cordyceps dipterigeneでは TXS遺伝子、BAPT遺伝子、
TαH遺伝子の部分配列を有していることが分かり、既知のイチイ属のものと高
い相同性を示した。また、Colletotrichum gloeosporioidesに関しては TXS遺伝子、
BAPT 遺伝子の部分配列を有しており、やはり、既知のイチイ属樹木のものと
95%以上の相同性を示した。 

Cordyceps dipterigeneの BAPT遺伝子に関しては上流配列を読むことができ、2
章で読めたキャラボクのものと比較したが、開始コドンの上流 100bp 程度はほ
ぼ同じ配列であったが、それより上流配列は相同性がほとんどなかった。

Cordyceps dipterigeneの上流配列にはキャラボクの場合にはなかった水ストレス
や脱水応答の配列が存在しており、イチイ属とは異なる転写制御を受けている

ことが分かった。 
 また、カヤの場合と同様に MeOH とクロロホルムを用いて成分を抽出し、

HPLCで分析を行ったが、タキソールとBaccatinⅢの存在は確認できなかったが、
タキソイドの特徴である 220nmあたりに極小値を取り、228~237nmの間で極大
値を示す物質が存在していることが確認できた。 
これらのことから、イチイ内生菌 Colletotrichum gloeosporioidesとカヤ内生菌

Cordyceps dipterigeneがタキソイドを生産できることが示された。また、生成関
連酵素遺伝子の TXS遺伝子、BAPT遺伝子に関する報告は世界で初めてである。 
 
本研究を通して、これまでイチイ属樹木特有の二次代謝物であると考えられ

てきたタキソイドがイチイ科樹木とその内生菌に広く分布している可能性が示

唆された。また、その生成関連酵素遺伝子は種を超えて保存性が高いことがわ

かったが、その転写調節因子に関しては、保存性はあまりなく、異なる発現制

御を受けていることが示唆された。 
今までは生産性が低くあまり実用的でなかった内生菌であるが、生成関連酵素

遺伝子の相同性が高いという結果から、これらの遺伝子の有無によってタキソ

イド生成能を有する内生菌の網羅的なスクリーニングが可能となり、より簡便

により生産性の高い種の発見が期待される。また、キャラボクは園芸種で樹高
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も高くなく、他のイチイ属樹木よりプランテーションに向いていることから、

今回得られた上流配列の情報を生かして、乾燥条件や日照条件を調節して育て

ることで、従来の細胞培養法だけにこだわるのではなく原植物をタキソールの

供給源として利用できる可能性が考えられる。 
 また、これまでカヤの培養細胞を利用した研究はほとんど行われておらず、

今回の結果から、イチイ属の他にカヤの細胞培養が新たな供給源となりうる可

能性が示された。 
 今回の結果から、キャラボク、カヤ、内生菌への期待が大きく膨らんだ。 
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