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研究成果の概要（和文）：チューリップにおける主要二次代謝産物である糖エステル化合物「6-チューリッポシ
ド（6-Pos）類」、および6-Posに由来する抗菌活性物質「チューリッパリン（Pa）類」の生合成に関する以下の
知見が得られた。1) 6-アシルグルコースである6-Pos類は、1,6-ジアシル型Pos類を経由して生合成されている
可能性が高い。2) 6-Pos生合成中間体と想定される1,6-ジアシル型Pos類の含有量は、チューリップの栽培品種
と原種の間で大きく異なる。3) 6-Pos類からPa類への変換を触媒する「Pos変換酵素」には複数のアイソザイム
が存在しており、組織ごとに異なるアイソザイムが発現している。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to find a clue to the biosynthesis of 6-tuliposides
 (6-Pos) and tulipalins (Pa), which are the major defensive secondary metabolites in tulip, and the 
following results were obtained: 1) 6-Acyl glucose type of Pos (6-Pos) is most probably synthesized 
via 1,6-diacyl type of Pos. 2) Content of 1,6-diacyl type of Pos, the putative biosynthetic 
intermediates for 6-Pos, differs greatly between cultivated and wild tulip species. 3) Multiple 
isozymes exist for Pos-converting enzyme, which catalyzes the conversion of 6-Pos to Pa, and 
expression profile of each isozyme gene differs with tissue, indicating that tulip subtilizes the 
multiple isozymes of Pos-converting enzyme depending on the tissue.

研究分野：植物生化学、生物有機化学
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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 6-PosA と
6-PosBであり、側鎖ヒドロキシ酸がグルコー
スの 6位水酸基にエステル結合した構造をも
つ。6-PosA/B各々の側鎖ヒドロキシ酸のラク
トン化体は、チューリッパリン（Pa）Aおよ
び PaBとよばれる。6-Pos類から Pa類への変
換反応は、我々が発見した新規カルボキシル
エステラーゼファミリー酵素である「Pos 変
換酵素」によって触媒される。6-Pos 類が顕
著な生物活性を示さないのに対して、Pa類は
抗菌、害虫忌避などの様々な生物活性を示す
ことから、6-Posから Paへの酵素変換はチュ
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ている。 
糖エステル化合物は植物界に広く存在し
ており、1-アシルグルコースの生合成につい
ては既に多くの報告があるが、6-Pos 類のよ
うな 6-アシルグルコースについては、その存
在は多数報告されているものの、その詳細な
生合成経路は明らかになっていない。6-Pos
類の生合成は、側鎖ヒドロキシ酸の生合成、
および生成したヒドロキシ酸によるグルコ
ースのアシル化の 2フェーズからなるとみる
ことができるが、いずれについても詳細な経
路は分かっていない。そこで筆者は、6-Pos
生合成の最終段階であるグルコースのアシ
ル化プロセスの解明が、6-Pos 類の生合成経
路の解明にとどまらず、6-アシルグルコース
化合物全般の普遍的生合成モデルの提唱に
繋がり得るものであると考え、本生合成系を
対象として研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
 
 6-Pos 類の生合成反応として想定される最
も単純な反応は、グルコースと-メチレン--
ヒドロキシ酪酸-CoA を基質とするアシル基
転移酵素による縮合反応であるが、遊離のグ
ルコースの 6位水酸基へのアシル基転移を直
接触媒する酵素がこれまで知られていない
こと、および我々のこれまでの研究によって
得られている種々の知見から、6-Pos 類の生
合成には 1,6-ジアシル型 Pos 類である PosD
や PosF が関与するとの作業仮説を立て、そ
れを生化学的に実証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 種々のチューリップにおける Pos 含有量
の精査 
 1,6-ジアシル型 Pos 類である PosD および
PosFが 6-Pos生合成に関与していることを検
証する実験の一環として、まず PosD/F の存
在が既に報告されている原種チューリップ
における Pos含有量の精査を行った。原種チ
ューリップ 45 種の開花期の植物体を各組織

に分離し、そのメタノール抽出物を HPLC分
析に供することで Pos含有量を定量した。 
 並行して、これまで PosD/F の存在の報告
がないチューリップ栽培品種について、両化
合物の探索を行った。栽培品種 25 品種の開
花期の植物体を各組織に分離し、そのメタノ
ール抽出物を HPLC分析に供し、別途調製し
た PosD/F の標品とクロマトグラム上での保
持時間が一致するピークを探索した。一致す
るピークが検出された品種／組織について、
抽出液を大量調製し、逆相系のオープンカラ
ムクロマトグラフィーおよび分取HPLCによ
って当該化合物を単離、精製後、各種分光学
的手法による構造解析を行った。 
 
(2) Pos 変換酵素の基質特異性：ジアシル型
Pos類に対する酵素活性の精査 
 植物組織から調製した粗酵素を用いて、ジ
アシル型Pos類であるPosD/Fが基質あるいは
生成物として関与する生合成酵素活性を検
出、測定する際には、粗酵素中の Pos変換酵
素が PosD/F に対して高い活性を有している
と、PosD/Fが分解されてしまうため、目的の
酵素活性を検出、測定することができない。
そこで、Pos 変換酵素が本来の基質である
6-Pos 類に加えて、PosD/F を基質とするかど
うかを調べた。 
 同定済みの PosA変換酵素（TgTCEA1）お
よび PosB 変換酵素（TgTCEB1）を大腸菌で
発現、精製することで得られた組換え酵素を
用いて、PosD/Fを基質とした酵素反応を行っ
た。活性が検出されたものについては、反応
速度パラメーターを測定し、本来の基質であ
る 6-Pos 類に対するパラメーターとの比較を
行った。 
 
(3) 抗Pos変換酵素抗体を用いた粗酵素中Pos
変換酵素の不活化法の検討 
 粗酵素を用いて Pos生合成関連酵素の活性
を探索する際には、粗酵素中で非常に高い活
性を有する Pos変換酵素の存在が障害となる。
そこで、抗 Pos 変換酵素抗体を用いて、Pos
変換酵素を不活化する方法を検討した。栽培
品種「紫水晶」から同定済みの PosA 変換酵
素（ TgTCEA1）および PosB 変換酵素
（TgTCEB1）を大腸菌で発現、精製して得ら
れた組換え酵素を抗原として、抗 PosA 変換
酵素ポリクローナル抗体および抗 PosB 変換
酵素ポリクローナル抗体をそれぞれ作成し
た。このものを用いて、以下の 3つの方法に
よって、栽培品種「紫水晶」および原種「ト
ルケスタニカ」の葉粗酵素中の PosA/B 両変
換酵素の不活化を試みた。すなわち、ⅰ) 酵
素反応液への各抗体溶液の添加、ⅱ) 粗酵素
液に各抗体溶液を添加、反応後、rProtein A 
sepharose を添加することで得られた免疫沈
降上清を用いた酵素反応、ⅲ) N-ヒドロキシ
スクシンイミド活性化 sepharose と抗体を反
応させることで作成した抗 Pos変換酵素抗体
固定化カラムに通液した粗酵素液を用いた



酵素反応、の 3つの方法を検討した。 
 
(4) PosB変換酵素アイソザイムの精製、酵素
遺伝子の単離および機能解析 
 本研究の開始時点で、高い PosB 変換酵素
活性を有する花粉からの PosB 変換酵素の精
製と酵素遺伝子（TgTCEB1）の単離に成功し
ていたが、同遺伝子が発現していない根や葉
においても粗酵素中で高い PosB 変換酵素活
性が検出されるという矛盾がみられた。この
ことより、根および葉では、TgTCEB1とは異
なるアイソザイムが発現していることが想
定されたため、当該アイソザイムの精製と酵
素遺伝子の単離を行った。まず、根と葉の生
育過程における粗酵素中の PosB 変換酵素活
性の経時変化を調べた。最も高い活性がみら
れた生育時期の根および葉を材料として
PosB変換酵素の精製を試みた。硫安分画およ
び各種カラムクロマトグラフィーを経て、根
および葉の 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、根および葉から調製した mRNAに
対して degenerate RT-PCRおよび RACE-PCR
を行うことで、根からは TgTCEB-R、葉から
は TgTCEB-Lと命名した新規遺伝子を単離し
た。 
次に、TgTCEB-Rおよび TgTCEB-L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精製、
トロンビン処理による Hisタグの除去、およ
びゲルろ過クロマトグラフィーを経て組換
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、チューリップの各組織における
TgTCEB-R および TgTCEB-L 遺伝子の転写レ
ベルを定量 RT-PCRによって解析し、先に花
粉から同定された TgTCEB1 と発現プロファ
イルを比較した。さらに、翻訳産物の N末端
に存在するシグナルペプチドの機能解析の
ため、GFPとの融合タンパク質をタマネギ表
皮細胞で一過的に発現させ、GFP蛍光が局在
する細胞小器官を共焦点レーザー顕微鏡観
察によって同定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 種々のチューリップにおける Pos 含有量
の精査 
 原種チューリップ 45 種の各組織における
Pos 含有量の定量の結果、ほとんどの種／組
織において、栽培品種と同様に 6-PosA また
は6-PosBが主要Pos類として蓄積しているこ
とが分かった。同時に、ほとんどの種／組織
において、栽培品種では単離の報告がない
PosDや PosFといったジアシル型 Pos類が著
量蓄積していることが明らかとなった。原種
チューリップは大きく「Leiostemones 節」と
「Eriostemones 節」に分けられるが、PosD/F
の蓄積については節間で明らかに異なる傾
向がみられ、栽培品種の起源とされる

Leiostemones 節よりも、栽培品種とは遺伝的
に遠い Eriostemones節に属する種で検出率／
含有量が高かった。また興味深いことに、近
縁種間では Pos類の蓄積パターンが似ており、
Pos 類の蓄積パターンを指標とした化学分類
（chemotaxonomy）がチューリップの分類の
一助となることが示唆された。 
 各 Pos類の含有量の相関関係を調べたとこ
ろ、6-PosAと PosD、6-PosBと PosFの組み合
わせでのみ強い正の相関がみられた。6-PosA
と PosD、ならびに 6-PosBと PosFはそれぞれ
グルコースの 6位水酸基に結合しているアシ
ル側鎖の構造が同一であることからも、この
結果は妥当なものと考えられ、6-PosAはPosD
から、6-PosB は PosF から生合成されている
という当初の作業仮説が強く支持された。 
 しかしながら、栽培品種からはこれまで
PosD/Fの単離の報告がないことから、種々の
栽培品種において両化合物の探索を行った。
栽培品種 25 品種の各組織における分析の結
果、ほとんどの品種／組織においては PosD/F
は検出されなかったものの、2 つの品種の特
定の組織（それぞれ「花弁」と「めしべ」）
で PosD が、さらに別の 2 品種の特定の組織
（いずれも「めしべ」）において PosFが微量
ながら検出された。当該化合物が PosD/F で
あることを確認するため、各々が含まれる品
種／組織から、当該化合物の単離を行った。
各種分光学的手法による構造解析の結果、得
られた精製物は PosD/F であることが確認さ
れた。これによって、これまでジアシル型 Pos
類が存在しないと考えられていたチューリ
ップ栽培品種にも PosD/F が微量ながら存在
することが初めて明らかとなった。同時に、
原種で支持された、6-Pos 生合成へのジアシ
ル型 Pos類の関与が、栽培品種でも成立する
普遍的なものであることが示唆された。この
ことから、6-Pos類は PosD/Fの 1位アシル側
鎖が-グルコシダーゼによって加水分解され
ることで生合成されていることが想定され
た。栽培品種では-グルコシダーゼの活性が
高いことから、中間体である PosD/F がほと
んど検出されず、原種では同酵素の活性が低
いために、PosD/Fが有意なレベルで検出され
るものと考えられた。 
 
(2) Pos 変換酵素の基質特異性：ジアシル型
Pos類に対する酵素活性の精査 
 粗酵素中に存在するPos変換酵素がPosD/F
を基質として受け入れ、酵素反応が進行して
しまうと、PosD/Fの 1位アシル側鎖を加水分
解する-グルコシダーゼ活性を検出、測定す
ることが困難になる。そこで、大腸菌で発現、
精製した PosA変換酵素（TgTCEA1）と PosB
変換酵素（TgTCEB1）を用いて、PosD/Fに対
する反応性を精査した。その結果、両酵素と
もに PosD/Fを基質とし、PosDからは PaAと
1-PosAを、PosFからは PaBと 1-PosAを生成
物として与えることが分かった。反応速度論
解析の結果、TgTCEA1 は PosF よりも PosD



に対して約 7倍高い反応効率を示し、それは
本来の基質である 6-PosA に対する反応効率
の約 5倍に達した。一方、TgTCEB1は PosD
よりも PosF に対して約 9 倍高い反応効率を
示し、その反応効率は本来の基質である
6-PosB に対するものとほぼ同等であった。
PosDおよび PosFの 6位アシル側鎖は、それ
ぞれ 6-PosAおよび 6-PosBのアシル側鎖と構
造が一致しており、TgTCEA1 が PosD を、
TgTCEB1が PosFをよい基質としたことから、
1 位アシル側鎖の有無に関わらず、6 位アシ
ル側鎖の構造が Pos変換酵素の基質認識に重
要であることが示唆された。以上の結果から、
粗酵素を用いて PosD/F を基質とする-グル
コシダーゼ活性を検出、測定するためには、
粗酵素中の Pos変換酵素を不活化する必要が
あることが示された。 
 上記の酵素反応生成物である 1-PosAは Pos
変換酵素の基質にならないことも、本実験に
よって初めて明らかとなった。1-PosAは植物
体内における含有量が少なく、なおかつ化学
合成が困難な難入手化合物である。そこで、
Pos変換酵素を利用した 1-PosAの酵素合成法
の確立も併せて行った。別途植物体から単離
した PosF (300 mg, 0.77 mmol)を基質とし、pH 
6.5のリン酸緩衝液中、組換え TgTCEB1酵素
を加えて室温で 10分間の反応を行うことで、
PosF は完全に消費され、1-PosA と PaB へと
酵素分解された。その後、反応液を活性炭カ
ラムクロマトグラフィーおよび逆相系分取
HPLCに供することで、1-PosAを 160 mg (0.58 
mmol、収率 75%)得ることに成功した。これ
によって今後、これまで明らかにされていな
い 1-PosAの生物活性の検討や、6-Pos生合成
への関与の検証が可能となった。 
 
(3) 抗Pos変換酵素抗体を用いた粗酵素中Pos
変換酵素の不活化 
 抗 PosA 変換酵素ポリクローナル抗体およ
び抗 PosB 変換酵素ポリクローナル抗体を用
いて、原種「トルケスタニカ」および栽培品
種「紫水晶」の葉粗酵素中の Pos変換酵素の
不活化を試みた。しかしながら、「トルケス
タニカ」、「紫水晶」のいずれにおいても、酵
素反応液への抗体添加では活性を低下させ
ることはできなかった。そこで次に、免疫沈
降法による不活化を試みた。その結果、PosA
変換酵素活性は 80%程度の低下が可能とな
ったが、PosB変換酵素活性の低下は 30%程度
であった。不活性化効率のさらなる向上のた
め、抗 Pos変換酵素抗体を樹脂に固定化した
カラムを作成し、そこに粗酵素液を通液する
ことで Pos変換酵素を不活化（除去）する方
法を試みた。その結果、PosA変換酵素活性に
ついては、90%以上低下させることができ、
固定化抗体法の有用性が示された。一方、
PosB 変換酵素活性については良好な活性の
低下はみられなかった。これは、葉では抗体
作成時に抗原とした PosB 変換酵素
（TgTCEB1）以外のアイソザイムが主に発現

しているためと考えられた。したがって、葉
粗酵素中の PosB 変換酵素を不活化（除去）
するためには、葉で発現している PosB 変換
酵素アイソザイムを同定し、それに対する特
異的抗体を用いる必要があることが示唆さ
れた。 
 
(4) PosB変換酵素アイソザイムの同定－1：根
由来酵素の同定 
チューリップ栽培品種「紫水晶」を水耕栽
培し、粗酵素中で高い PosB 変換酵素活性が
検出された栽培 17 日目の根から、硫安分画
および 4段階のカラムクロマトグラフィーを
経ることで、酵素を精製倍率 119倍で均一に
精製した。精製酵素は先に精製された花粉由
来酵素と同様にホモ二量体であったが、サブ
ユニット分子質量は両者で明らかに異なっ
ていた。部分アミノ酸配列解析の後、根
mRNAから当該酵素遺伝子 cDNA (TgTCEB-R, 
R; root)を新たに単離した。TgTCEB-Rの一次
配列は花粉由来TgTCEB1と 80%の identityを
有し、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確認された。また、大
腸菌で発現させた組換え酵素は、天然型酵素
と同様に 6-PosBをよい基質としており、さら
に本酵素がこれまでに同定された Pos変換酵
素と同じくプラスチド局在酵素であること
が確認された。TgTCEB-R 遺伝子は根におい
て高発現している一方で、他の組織における
発現は痕跡レベルであった。以上の結果から、
PosA変換酵素だけでなく PosB変換酵素につ
いても複数のアイソザイムが存在し、組織に
よってアイソザイムの使い分けがなされて
いることが分かったが、同時に、粗酵素中で
有意な PosB 変換酵素活性がみられる葉にお
いては、花粉由来 TgTCEB1、根由来 TgTCEB-R
のいずれも発現していなかったことから、(3)
で述べたように、葉ではさらに別のアイソザ
イムが主に発現していることが示唆された。 
 
(5) PosB変換酵素アイソザイムの同定－2：葉
由来酵素の同定 
 (4)の結果に基づいて、葉で発現している
PosB 変換酵素アイソザイムの同定を試みた。
チューリップ栽培品種「紫水晶」を土耕栽培
し、粗酵素中で高い PosB 変換酵素活性が検
出された栽培 109日目の葉から、硫安分画お
よび 5段階のカラムクロマトグラフィーを経
ることで、酵素を精製倍率 197倍で均一に精
製した。精製酵素は先に精製された花粉およ
び根由来酵素と同様にホモ二量体であった
が、サブユニット分子質量はそれらとは明ら
かに異なっていた。部分アミノ酸配列解析の
後、葉 mRNA から当該酵素遺伝子 cDNA 
(TgTCEB-L, L; leaf)を新たに単離した。
TgTCEB-L の一次配列は花粉および根由来
TgTCEB と約 75%の identity を有し、同様に
カルボキシルエステラーゼファミリーに属
することが確認された。また、大腸菌で発現
させた組換え酵素は、天然型酵素と同様に



6-PosBをよい基質としており、さらに本酵素
もやはりプラスチド局在酵素であることが
確認された。本遺伝子は、花粉や根で組織特
異的に発現している TgTCEB1 や TgTCEB-R
とは異なり、葉を含む複数の組織で発現して
いることが分かった。本遺伝子を含む PosB
変換酵素遺伝子 3種の発現によって、各組織
の PosB 変換酵素活性の存在を矛盾無く説明
できるようになった。 
 以上の結果から、花粉由来 TgTCEB1 を抗
原として作成した抗体による葉粗酵素中
PosB 変換酵素の不活化が成功に至らなかっ
たのは、抗 TgTCEB1 抗体が葉の TgTCEB-L
酵素に作用できなかったためであることが
強く示唆された。今後、抗 TgTCEB-L抗体を
作成して(3)の実験に適用することで、当初計
画していた、抗体を用いた葉粗酵素中 Pos変
換酵素の不活化が可能となり、それによって、
Pos 生合成酵素の同定に向けた実験を進めて
いくことができるようになると思われる。 
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