
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３２０１

若手研究(B)

2013～2011

チューリップ耐病性二次代謝産物の活性化に関わる新規酵素系の解明

Elucidation of novel enzymatic system involved in the activation of the defensive se
condary metabolites in the tulip

４０５７０９２４研究者番号：

野村　泰治（NOMURA, Taiji）

富山県立大学・工学部・助教

研究期間：

２３７８０１２０

平成 年 月 日現在２６   ５ ２３

円     3,500,000 、（間接経費） 円     1,050,000

研究成果の概要（和文）：　本研究では、チューリップにおける主要二次代謝産物であるチューリッポシド(Pos)類を
アグリコンのラクトン化体である抗菌活性物質チューリッパリン(Pa)類へと変換する酵素系の解明を目的とした。主要
Pos類であるPosAおよびPosBはそれぞれに対応するPosA変換酵素とPosB変換酵素によって、PaAおよびPaBへとそれぞれ
変換されることが分かった。本酵素は加水分解酵素であるカルボキシルエステラーゼと高い配列相同性を有していたが
、加水分解反応は全く触媒せず、分子内エステル転移によるラクトン形成反応のみを触媒する非常にユニークな酵素で
あることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：   This study was performed to identify the enzymes involved in the conversion of 
tuliposides (Pos), the major secondary metabolites in tulip, to antimicrobial tulipalins (Pa), the lactoni
zed aglycons of Pos. I found that PosA and PosB, which are the major forms of Pos in the tulip cultivar, a
re converted to the corresponding PaA and PaB by PosA-converting enzyme and PosB-converting enzyme, respec
tively. Amino acid sequences of those enzymes were similar to the carboxylesterases, which typically catal
yze hydrolysis reactions. However, the Pos-converting enzymes catalyzed no hydrolysis of Pos, but the form
ation of Pa through lactonization. Pos-converting enzymes were identified as the unique lactone-forming ca
rboxylesterases, specifically catalyzing intramolecular transesterification.  
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１． 研究開始当初の背景 
 
 糖エステル化合物であるチューリッポシ
ド（Pos）類はチューリップにおける主要二次
代謝産物である。主要化合物種は PosA と
PosBであり、各々のアグリコンのラクトン化
体はチューリッパリン（Pa）Aおよび PaBと
よばれる。Pos 類は生理活性を有していない
が、Pa類は抗菌、殺虫などの様々な生理活性
を示すことから、Posから Paへの変換はチュ
ーリップの生体防御において重要な役割を
担っていると考えられる。 

Pos 類は試験管内では中性以上の pH にお
いて非酵素的に Pa 類へと変換されるが、植
物体内には Pos類が大量に蓄積している一方
で、Pa 類は微量しか検出されない。そこで、
この Pos（貯蔵型）から Pa（活性型）への変
換反応は生体内では酵素によって触媒され
ているのではないか、との仮説のもと、酵素
学的見地から解析が進められた結果、この反
応を特異的に触媒する酵素「Pos 変換酵素」
が当研究室において発見され、Posから Paへ
の変換反応は生体内でも自発的に起こって
いるという定説を覆すに至った。この発見に
よって、チューリップ植物体における
Pos→Pa 変換系の全容解明のためには、本変
換系に関わる酵素・酵素遺伝子の同定や機能
解析によって、生化学および分子生物学的基
盤を一から構築する必要性が生じた。 
 
２． 研究の目的 
 
 本研究では、Pos→Pa 変換系に関与する酵
素および酵素遺伝子を全て同定した上で、酵
素の反応機構、酵素の細胞内局在、酵素遺伝
子の発現様式、の 3点を詳細に解析し、本変
換系によるチューリップの生体防御機構を
組織、細胞および分子レベルで明らかにする
ことを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 花弁由来 PosA 変換酵素遺伝子の単離と
機能解析 
 本研究の開始時点で、チューリップ花弁か
らの Pos変換酵素の精製がなされていた。そ
こで、精製酵素の N末端および内部アミノ酸
配列を解析後、degenerate RT-PCR および
RACE-PCRを行うことで、TgTCEAと命名し
た新規遺伝子 cDNA を単離した。次に、
TgTCEAの成熟ポリペプチド領域を大腸菌で
発現させ、組換え酵素を調製した。金属アフ
ィニティーおよびゲルろ過クロマトグラフ
ィーによって組換え酵素を均一に精製し、基
質特異性や反応速度論解析を含む酵素学的
諸性質の解析を行った。また、開花期のチュ
ーリップ各組織における TgTCEA遺伝子の転
写レベルを定量 RT-PCRによって解析した。 
 TgTCEA酵素の一次配列がカルボキシルエ
ステラーゼファミリー酵素と高い相同性を

示したことから、同ファミリー酵素で保存性
の高いアミノ酸残基（HGGモチーフ中のGly、
触媒三つ組残基を構成する Ser, Asp, His）に
変異を導入した組換え酵素を大腸菌で発現
させ、酵素活性を測定することで、これらア
ミノ酸残基の触媒過程への関与を検証した。 
 
(2) 球根由来 PosA 変換酵素遺伝子の単離と
機能解析 
 花弁から単離された TgTCEA遺伝子の転写
レベルをチューリップの各組織において調
べたところ、球根においてのみ全く発現がみ
られなかったことに加え、以前に球根から精
製された Pos変換酵素の性状が花弁から精製
されたものとは異なっていたことから、球根
特異的に発現している Pos変換酵素アイソザ
イム遺伝子の存在が強く示唆された。そこで、
球根からの同酵素遺伝子の単離を行った。球
根精製酵素の部分アミノ酸配列に基づいた
degenerate RT-PCRおよび RACE-PCRを経て、
新規遺伝子 TgTCEA-b1 cDNAを単離した。次
に、(1)と同様に大腸菌で発現させた組換え酵
素の性状解析およびチューリップ組織にお
ける遺伝子発現様式の解析を行った。 
 
(3) PosB変換酵素の精製、酵素遺伝子の単離
および機能解析 
 高い PosB 変換酵素活性が検出される開花
期チューリップの葯からの PosB 変換酵素の
精製に先立ち、葯部分における酵素活性の分
布を、葯組織そのものと葯に付着している花
粉に分けて調べた。酵素活性の大半は花粉に
由来することが分かったため、花粉を回収・
凍結乾燥し（86 g DW）、酵素精製に供した。
粗酵素液を硫安分画後、各種カラムクロマト
グラフィーを経て、PosB変換酵素を均一に精
製した。精製酵素の N末端および内部アミノ
酸配列を解析後、花粉から調製した mRNAに
対して degenerate RT-PCRおよび RACE-PCR
を行うことで、TgTCEB と命名した新規遺伝
子 cDNAを単離した。次に、(1)と同様に大腸
菌で発現させた組換え酵素の性状解析を行
った。 
 
(4) Pos変換酵素の細胞内局在解析 
 PosAおよび PosB変換酵素のいずれも、精
製酵素のN末端アミノ酸配列と cDNAクロー
ニングに基づく全長アミノ酸配列の比較か
ら、N末端にシグナル配列（transit peptide: TP）
を有していることが分かった。そこで、当該
シグナルの C 末端に緑色蛍光タンパク質
(GFP)を融合したタンパク質（TP-GFP）を発
現するように設計したプラスミド DNA を作
成し、パーティクルボンバードメントによっ
てタマネギ表皮細胞に導入した。共焦点レー
ザー顕微鏡下で GFP の蛍光を観察すること
で、当該シグナルによる輸送ターゲット細胞
小器官（＝PosAおよび PosB変換酵素の成熟
ポリペプチドが局在する細胞小器官）を解析
した。 



４． 研究成果 
 
(1) 花弁由来 PosA変換酵素遺伝子の同定 
 チューリップ組織中に蓄積する主要 Pos類
は組織によって異なっており、球根や花弁で
は PosAが、根や葯では PosBが主に蓄積して
いる。そこで、両 Pos類を基質として、各組
織から調製した粗酵素中における Pos変換酵
素活性を測定したところ、PosAと PosBに対
する変換酵素活性の比は組織によって異な
っており、各組織中の PosAと PosBの量比と
概ね対応していることが分かった。Pos 類か
らPa類への変換反応が 1種のPos変換酵素に
よって触媒されているのであれば、A/B活性
比は組織間で一定となるはずであるが、その
比が組織によって異なっていることから、チ
ューリップには「PosA 変換酵素」と「PosB
変換酵素」の少なくとも 2種類の Pos変換酵
素が存在していることが示唆された。研究に
先立って球根と花弁から精製されていた Pos
変換酵素は、いずれもPosAをよい基質とし、
PosBに対する反応効率は PosAに対するそれ
の 1/10程度と低いものであったことから、そ
れを「PosA変換酵素」と再定義した。 
花弁からの PosA 変換酵素遺伝子のクロー
ニングの結果、TgTCEA と命名した新規遺伝
子が得られた。TgTCEA酵素の一次配列はカ
ルボキシルエステラーゼファミリータンパ
ク質と高い相同性を示した。精製酵素の N末
端アミノ酸配列との比較によって推定され
たシグナルペプチドを除いた成熟ポリペプ
チドを大腸菌で発現させ、組換え酵素を得た。
精製された組換え酵素は、天然型酵素と同様
にダイマー酵素であり、Posを Paへと変換す
る活性を有することが確認された。また、反
応速度論解析の結果、PosAと PosBに対する
反応効率の比（A/B）は 22 であり、PosA を
良好な基質とすることが示された。 
チューリップ各組織における TgTCEA遺伝
子の発現レベルを定量 RT-PCRによって解析
したところ、その発現レベルは花弁において
最も高かったが、球根においては全く発現が
みられなかった。このことから、球根では他
組織とは異なる PosA 変換酵素アイソザイム
が発現していることが示唆された。この結果
は、先に花弁と球根から精製された PosA 変
換酵素の分子質量や性状が異なっているこ
とからも支持されるものであった。 
 
(2) 球根由来 PosA変換酵素遺伝子の同定 
遺伝子クローニングに先立ち、球根を構成
する 4 層のりん片と最内部の花芽における
PosA変換酵素活性の分布を調べたところ、そ
の活性は花芽にはほとんど無く、りん片にお
いて検出された。そこで、りん片 mRNAから
の遺伝子クローニングを行ったところ、花弁
由来の TgTCEAとアミノ酸レベルで約 77%の
相同性を示す新規遺伝子 TgTCEA-b が得られ
た。TgTCEA-bも TgTCEAと同様に N末端に
シグナルペプチドを有していた。シグナル領

域を除いた成熟ポリペプチドを大腸菌で発
現させた組換え酵素はPosからPaへの定量的
変換反応を触媒し、PosBよりも PosAに対し
て約 20 倍高い反応効率を示したことから、
PosA 変換酵素をコードしていることが確認
された。TgTCEA-b の転写レベルを組織別に
調べたところ、TgTCEA-b 遺伝子は球根にお
いて有意に発現していることが確認された。
本遺伝子の発現は予想したような球根特異
的なものではなく、他組織においても若干の
発現が認められたが、球根では TgTCEA-b の
みが発現しており、それ以外の組織では
TgTCEA が優先的に発現していることが分か
った。すなわち、チューリップでは組織によ
って PosA 変換酵素アイソザイムの使い分け
がなされていることが明らかとなった。 
 
(3) Pos変換酵素の反応機構 
 TgTCEA酵素はカルボキシルエステラーゼ
ファミリーに属する酵素であることが分か
ったが、典型的なカルボキシルエステラーゼ
はエステルを加水分解し、カルボン酸とアル
コールを生成物として与える。これが
TgTCEA酵素にもあてはまるならば、PosAを
基質とした酵素反応における生成物は-メ
チレン--ヒドロキシ酪酸（以下、ヒドロキシ
酸）とグルコースとなるはずであるが、本酵
素反応ではヒドロキシ酸は生成せず、ヒドロ
キシ酸のラクトン化体である PaA とグルコ
ースが化学量論的に生成する。酵素による加
水分解によって生成したヒドロキシ酸が非
酵素的に環化し、ラクトン化体となっている
可能性が考えられたため、ヒドロキシ酸その
ものを酵素反応および反応停止条件下でイ
ンキュベートしたが、非酵素的なラクトン化
はみられなかった。このことから、PosAを基
質とした TgTCEA 酵素による反応で生成す
る PaAは、基質の酵素的加水分解によって生
成したヒドロキシ酸が非酵素的に環化して
生成したものではなく、TgTCEA酵素による
エステル転移反応によって直接生成してい
ることが明らかとなった。すなわち、TgTCEA
酵素は分子内エステル転移反応によるラク
トン形成を触媒する、これまでに知られてい
なかった新しいタイプのカルボキシルエス
テラーゼであることが分かった（図）。 

 
 そこで、カルボキシルエステラーゼファミ
リータンパク質で保存性の高いアミノ酸残
基（HGGモチーフ中の Gly、触媒三つ組残基
を構成する Ser, Asp, His）に変異を導入した
組換え酵素を大腸菌で発現させ、酵素活性を
測定したところ、いずれの変異体も酵素活性

 



は痕跡レベルにまで低下したことから、本酵
素においても加水分解反応触媒型の典型的
なカルボキシルエステラーゼと同様に、これ
らの保存アミノ酸が触媒過程に関与してい
ることが分かった。 
 その反応機構は以下のように推定された。
まず、触媒三つ組残基である Asp－His－Ser
のチャージリレーによって活性化された Ser
の水酸基が、基質 PosA のカルボニル炭素に
求核攻撃し、HGG モチーフ中の 2 つの Gly
によって安定化された四面体中間体を経由
した後、グルコースが脱離することでアシル
-酵素複合体が形成される。典型的なカルボキ
シルエステラーゼの場合は、アシル-酵素複合
体に活性化された水分子が求核攻撃するこ
とで加水分解反応が進行するが、TgTCEA酵
素の場合は、水分子ではなく活性化された基
質末端の水酸基がアシル-酵素複合体のカル
ボニル基近傍に配位されることで求核反応
が起こり、環構造を形成する。その後、酵素
の Ser残基が脱離するのと同時に PaAが生成
する。この反応機構は以下に述べる PosB 変
換酵素についても同様であると考えられる。 
 
(4) PosB変換酵素遺伝子の同定 
 開花期のチューリップ葯で検出される高
い PosB 変換酵素活性について、その局在性
を調べたところ、葯でみられる酵素活性の大
半は葯に付着している花粉に由来すること
が分かった。そこで、花粉からの PosB 変換
酵素の精製を行った。精製酵素は PosA 変換
酵素と同様にダイマー酵素であったが、その
サブユニット分子質量は 47 kDaで、PosA変
換酵素のサブユニット分子質量（花弁由来
=39 kDa、球根由来=35 kDa）とは異なってい
た。本酵素は PosAをよい基質とする PosA変
換酵素とは対照的に、PosAよりも PosBに対
して 150倍程度高い反応効率を示した。この
ことから、Pos変換酵素には基質 PosAと PosB
に対応するPosA変換酵素とPosB変換酵素が
存在するという当初の仮説が裏付けられた。 
花粉からの PosB 変換酵素遺伝子のクロー
ニングを行ったところ、TgTCEB と命名した
新規遺伝子が得られた。TgTCEBも TgTCEA
（および TgTCEA-b）と同様にカルボキシル
エステラーゼファミリーに属することが分
かったが、TgTCEB の一次配列は PosA 変換
酵素（TgTCEA, TgTCEA-b）とは明らかに異
なっており、アミノ酸レベルでの相同性は
TgTCEAと 52.4%、TgTCEA-bと 53.4%であっ
た。TgTCEBも TgTCEAや TgTCEA-bと同様
に N 末端にシグナルペプチドを有していた。
シグナル領域を除いた成熟ポリペプチドを
大腸菌で発現させた組換え酵素はPosから Pa
への定量的変換反応を触媒し、天然型酵素と
同様に PosAよりも PosBに対して約 140倍高
い反応効率を示したことから、PosB変換酵素
をコードしていることが確認された。 
 
 

(5) Pos変換酵素の細胞内局在 
 チューリップ植物体においては PosA およ
び PosB 変換酵素が構成的に発現しているに
もかかわらず、基質である PosAや PosBは安
定的に貯蔵されている。その理由を明らかに
するため、PosAおよび PosB変換酵素の細胞
内局在を調べた。上記の酵素精製と遺伝子ク
ローニングによって存在が明らかになった、
Pos 変換酵素 N 末端のシグナルペプチドと
GFP の融合タンパク質を一過的に発現させ
たタマネギ表皮細胞において、GFPの蛍光は
特徴的なドットとして観察され、これはプラ
スチド移行シグナルを融合した蛍光タンパ
ク質の局在パターンと一致した。このことか
ら、Pos 変換酵素はチューリップの細胞内で
はプラスチドに局在していることが強く示
唆された。一方、基質である Pos類は、グル
コースエステルであることや、酸性条件以外
では不安定であることから、弱酸性環境にあ
る液胞内に貯蔵されているものと考えられ
る。すなわち、健常植物体では Pos 類と Pos
変換酵素はそれぞれ液胞とプラスチドとい
う異なるオルガネラに存在することで酵素
反応を回避しており、感染や摂食等による細
胞破砕に伴い両者が接触すると、酵素反応に
よって速やかに活性物質である Pa 類を生成
するという防御機構が成立しているものと
考えられる。酵素触媒による貯蔵物質から活
性物質への変換例は、グルコシノレートや青
酸配糖体をはじめとして植物において数多
く知られているが、チューリップにおいては
Pos 変換酵素によって触媒される糖エステル
（Pos）からラクトン（Pa）への変換反応がそ
の化学防御において中心的役割を担ってい
るものと考えられる。 
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