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1．緒言

タデ科の一年草タデアイ(PbIygonumtinctorium)は，藍染の原材料である。藍染は，最も古くから世界中で

使われてきた染色法であり，その色素はアイの葉から抽出される青色のindigo

(2-(1,3-dihydro-3-oxo-2H-2-ylidene)-1,2-dihydro-3H-indol-3-one)である。アイの細胞内では，この

indigoは無色の配糖体indican（indoxyl-β-glucoside)として存在する。indicanは，葉をすり潰すことによ

り細胞外に出され，同時に葉から遊離する特異的な酵素β-glucosidaseの働きにより，indoxylとβ

-rglucoseに分解される。続いて，空気酸化により，indoxylが自発的に重合し，青色色素であるindigoを形

成する（図１）。indicanは，葉に多量に含

まれる二次代謝産物であるが，その代謝経
Ｆ６Ｐ

路や存在意義はわずかに研究されているに

過ぎない(1)～(6)。これまでに，我々は

indicanがindoxylとUDP-glucoseから
Ｅ４Ｐ

Ｐ

ｕ５Ｐ
と］１ｺＥⅡ。

細胞内で合成されることを報告した(5)。さ

らに，indoxylは芳香族アミノ酸の合成経路

であるシキミ酸経路を経て生合成されると

考えられる。図１に示すように，このシキ

ミ酸経路はerythrose4-phosphateにより，

－次代謝のペントースリン酸経路と繋がっ

ている。erythrose4-phosphateの生成を

画
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

,灘露臨ｆＭぃ録二m二二;二m…
触媒するtransketolaseは，グルコース６リ

ン酸代謝のキーエンザイムであり，

（ペントースリン酸経路と解糖系）を可逆

的にリンクさせている。また，植物におい図１indican合成経路と一次代謝経路の関係
Ｆ６Ｐ,fmctose6-phosphate：E4P,erythrose4-phosphate：

ては，カルビン回路すなわち還元的ペントー
ＧＡＰ,glyceraldehyde3-phosphate:ＲＳＰ,ribose5-phosphate：

スリン酸経路の酵素としても働いている。Xu5P,xylulosc5-phosphate:S7Rscdoheptulose7-phosphate
この酵素は二次代謝経路との関わりが深く，

前述したように，その中間産物のerythrose

4-phosphateは芳香族アミノ酸の生合成につながる。さらに，もう１つの産物であるribose5-phosphateは，

ヌクレオチド生合成の前駆体となる。また，最近では，transketolaseのストレス応答への関与がシソ科植物

Craterostigmaplantagineumで報告されている。この植物では，脱水状態になると３種のtransketolaseアイ

ソザイムのうち２種類が特異的に発現し，oCtUlOSe代謝の調節を行っている可能性が示唆されている(7)。本研究

では，transketolaseに着目し，一次代謝経路とindican合成の二次代謝経路との関連について検討した。
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2．方法

植物材料

アイは，４月から１０月の間，岡山理科大学キャンパス内で栽培し使用した。この期間，随時，新鮮な葉を刈り

取り，実験に用いた。

活性測定とタンパク質定量

l00mMTris-HCl（ｐＨ7.5)，５mMMgCl2，0.5mMthiaminepyrophosphate，0.2ｍＭＮＡＤＨ，１ｍＭＦ６Ｐ

(fructose-6-phosphate），酵素混合液（Glycerin-3-phosphatedehydrogenaseとTriosephosphate

isomeraseを含む)，および測定試料が入った混合液を全量99ｑｕｌになるように調製し，ｌ０ｌｕｌの２０mM

erythrose4-phosphateを加え，室温で反応を開始した。340nｍの吸光度の継時変化を分光光度計(Ｕ-2000，

日立)で測定し，活性値を求めた。１unitの活性は，１分間にLumolのＮＡＤＨを消費する本酵素量と定義した。

タンパク定量は，AdvancedProteinAssayReagent(cytoskeleton)を用い，付属のマニュアルに従い定量

を行なった。

ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング

以前に作成したアイの葉のｃＤＮＡlibraryから，１プレート50,OOOpfuになるようにファージを成長させ，そ

のＤＮＡをHybondC+膜に転写した。膜上のＤＮＡは，１次抗体として１/1500希釈した抗transketolase抗体，

２次抗体としてｌ/7500希釈のGoatAnti-RabbitlgG(Fc)，APConjugate(Promega)を用いて検出した。発

色にはＮＢｒ/BCIＰ溶液(nitrobluetetrazorium/5-bromo-4-chloro-3-indoxylphosphate)を用いた。さらに，

二次スクリーニング，三次スクリーニングまで行い，ポジティブクローンを選択した。得られたｃＤＮＡの塩基配

列は，DNASequencingKit（DyeTerminatorCycleSequencingReadyReactionPEApplied

Biosystems)でＰＣＲを行なった後，ABIPRISM1M310GeneticAnalyzer(PEAppliedBiosystems)で解析した。

TransketolasecDNAの大腸菌内での発現とタンパクの精製

ＰＣＲにより増幅させたtransketolaseの全長塩基配列を，PinPointTMXa-1T-Vector（以下ＰＰＶ，

Promega)にＴＡクローニングで導入し，大腸菌JM109を形質転換した（PPV-tk/JM109）。PPV-tk/JM109

は，２１ｕＭｂｉｏｔｉｎと１０ｑｕｇ/ｍｌのampicillinを含む50ｍlのLBbroth中で培養し，ＩPTGで発現誘導を行なっ

た。菌体を超音波破砕機(CＯＳＭ○ＢＩＯ)により破壊し，遠心後，粗抽出液を得た。発現タンパクは，

SoftlinkTMSoftReleaseAvidinResｉｎ(Promega)カラムで精製した。

Transketolaseの発現解析

QuickPrepMicromRNApurificationkit（Amersham）を用い単離したｍＲＮＡから，T-Primed

First-Strandkit(Amersham)でｃＤＮＡ合成を行なった。このｃＤＮＡを鋳型とし，transketolasecDNAの内

部配列で作成したプライマー（CGAGACAATCGGAATTGAAGTCAC,CTGAAGGAGCTGCTCTCGAAG）を

用いて，SmartCyclerSystem(Takara)でリアルタイムＰＣＲを行なった。

3．結果および考察

TransketolasecDNAの塩基配列とアミノ酸配列

アイの葉のｃＤＮＡlibraryをtransketolase抗体でスクリーニングしたところ，約１×106個のプラークから，

37個のポジティブクローンが得られた。そのうち，ほぼ完全長と思われるクローンの解析を行った。結果，

transketolasecDNAは，1,860ｂｐのタンパク質コード領域とそれに続く３'末端非翻訳領域７９ｂｐ，ｐｏｌｙＡｔａｉｌ

４５ｂｐからなり，その全長は2,110ｂｐであった（図２）。このｃＤＮＡは６２０個のアミノ酸をコードしており，

うち，疎水'性アミノ酸は３２５個，中性アミノ酸は１１７個，親水性アミノ酸は１７８個であり，疎水鰕性アミノ酸の占

める割合が比較的多いことが疎水性プロットの結果（図３）からも確認された。また，アミノ酸配列から分子量

を計算したところ，67,450であった。アイtransketolaseのアミノ酸配列を他の生物由来のtransketolaseのも

のと比較した（図４）。ホウレンソウのクロロプラスト局在のtransketolaseとよく似ており，その相同性は

88％であった。しかし，同じ高等植物でも，緒言で述べたCratemstjgmapjantagineumの乾燥ストレスにより
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誘導されるtktlOやtkt7との相同性はわずかに低く，約７７％程度であった。このことから，今回得られた

transketolasecDNAは，ストレス誘導性のものではないと推測される。バクテリアや真菌類，動物の

transketolaseとの相同性は低く20-50％ほどであったが，糖基質や補酵素であるthiaminediphosphateと相互

作用する残基は，種を問わず高く保存されていた。また，他の生物由来の配列と比較すると，Ｎ末端領域が短

くシグナル配列も見られなかった。今回単離したアイtransketolasecDNAが，完全長ではない可能性もあり，

クロロプラストか細胞質のどちらに局在するのかは，現時点では明らかになっていない。なお，今回得られた他

の３６個ポジティブクローンには，長いＮ末端領域を有するものは確認されなかった。
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図２アイtransketolaseのｃＤＮＡ配列と推定されるアミノ酸配列

アイtransketolaseのヌクレオチド配列は，DDBJ,ＥＭＢＬ,GenBankintemationalnucleotidesequencedatabasesに

登録済（アクセッシヨンNo.ABO66ZO6）。
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図４アイtransketolaseのアミノ酸配列と他の生物由来のものとの比較

（１）アイ（ＰＯＩ!)/go""ｍ〃"crorj"腕）；（２）ホウレンソウ（Sipj"αｃｊＱｏ/e,aceα

（Chloroplast局在))(8);(3)シソ科植物（Ｃａにﾉ･Cs/j9,,ｍｐ/α"/αg/"e"腕）(7);(4)酵母
（saccharo”cescerevjwe）（９）

糖基質と相互作用する残基は□で囲んだ。文字の反転は，thiaminediphosphate
と相互作用する残基を示す。点（・）は，アイのものと共通のアミノ酸を，
ハイフン（－）は，アミノ酸の欠失を示す。
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アイtransketolasecDNAの大腸菌内での過剰発現

得られたtmnsketolasecDNA配列のほぼ全領域

(lbp~2066ｂｐまでの内部配列に，４５ｂｐのpCR21ベクター

領域を含む)を発現ベクターに導入し大腸菌JM109内で発

現させた。この発現系では，発現タンパク質はビオチン化さ

れるため，アビジンのアフイニテイーカラムで精製し，活性

測定を行った。transketolaseを発現させた大腸菌の抽出液で

は，コントロールと比較して約４倍の活性を示した（表１）。

表１大腸菌内でのtransketolase発現

Activity

(units/mgprotein）

PPV-tk/JM109

PPV/JM109

0.462

0.139

PPV-tk：transkctolasecDNA配列を含む

PPV：発現ベクターのみ

アイのtransketolase組織別分布

植物内での本酵素の動向を調一 表２組織別でのtransketolase活,性

根 茎 花種子葉くるため，様々な組織の活性を

比較，検討した。本酵素の活性

は，葉において特に高い値を示

したが，他の組織での活性は低

かった（表２）。また，アイ各

組織０．１９(生体重量)から，約

ＬｕｇのｍＲＮＡを精製し，逆

転写反応によってｃＤＮＡを合

成した。合成したｃＤＮＡを鋳

型として，リアルタイムＲＴ

ＰＣＲによりｍＲＮＡ発現量を検

証した。結果，葉以外の組織で

は，活性同様，ｍＲＮＡ含量は

非常に低かった。

アイの植物体の葉を上から順

に第１葉第２葉と名付け，各々

の葉のtransketolase活性を測

定した。結果，transketolase

の活性は，葉の若い時期に高く，

一度低下した後，再び活`性が高

くなるというパターンが見られ

た（図５Ａ）。比較のため，タ

バコの葉のtransketolase活性

を測定した。タバコでも同様の

パターンを示したことから，植

物に一般的に見られる現象と考

えられる。

これに対し，図５Ｂに見られ

るように，indican含量は第１，

Activity

(units/gtissue）
1.5 1.4 2.7１．２ 1７．８

ｍＲＮＡの発現量。0.054＜０００１検出不能０．００３１

＊ｍＲＮＡの発現量は第１葉の値を１としたときの相対値で示した

Leaf

positions

Ａ Ｂ

１

通り ２

職 ３

､聖 ４

５

０５１０１５２０２５３００１０２０３０４０５０６０

Activity(units/gtissue）Indican（Iumol/gtissue）

図５葉の順位別transketolase活性とindican含量

Ａ：transketolase活性の変動アイ■およびタバコ□の葉を用い測定を行った
Ｂ：同様の条件におけるindican含量の変動

表３葉の順位別でみたｍＲＮＡの発現量
るよつに，indican含量は第１，２葉で最も高く，そ

の後は増加せずに一定となる。このように，indican

の合成は主に若い葉で行われ，その後はストップして

いるのではないかと考えられる。このことから

transketolase活性の第４，５葉での上昇は，indican

合成には関与していないと推測できる。むしろ，第１，

２葉の間で活性が著しく上昇しており，transketolase

がシキミ酸経路へ基質の供給を盛んに行っている可能

Leafpositions ｍＲＮＡ相対値

１
２
３
４
５

1

2080

４

０．１

＜０．１

第１葉の値を１としたときの相対値で示した

Ｉ

』
可
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性が考えられる。さらに，

リアルタイムＰＣＲの結

果から，第２葉において

非常に高いｍＲＮＡ発現

が明らかになった（表3）。

しかし，第４，５葉では

転写レベルが低く，それ

以前の若い葉の時点で合

成されたtransketolase

が徐々に蓄積した結果，

第４，５葉で活性が上昇

した可能性も考えられる。

あるいは，若い葉で合成

されていた

transketolaseとは異な

るアイソザイムの出現も

ＢＡＤａｙｓ

●０

▼３

､－、６（ｖ〔（（）『

るアイソサイムの出塊も０１０２０３０４０５０００．４０．８１．２１．６

考えられる。Activity(units/gtissue）Indican（LLmol/gtissue）

次に，種子から発芽後， 図６発芽時のtransketolase活性とindican含量

第２葉までの成長時期のＡ：transketolase活性の変動Ｂ：同様の条件におけるindican含量の変動

transketolase活性の変

動を調べた．予想された

ように，種子から発芽すると同時に活性が急激に増加し，その後，植物体の成長とともに上昇した（図６）。こ

れに対し，indican含量は，本葉が確認されてから増加を開始している。すなわち，indican蓄積に先立って，

transketolaseが発現されていることが確認された。

4．結論

アイtransketolaseのｃＤＮＡクローニングを行った。得られたｃＤＮＡは，６２０個のアミノ酸から

なる分子量６７，４５０のタンパク質をコードしていた。このアミノ酸配列は，植物の典型的な

transketolaseと高い相同性を示し，糖基質や補酵素であるThiaminediphosphateと相互作用

する残基が高く保存されていた。

アイにおけるtransketolase活性は，予想されたように，発芽後の成長とともに上昇する傾向にあった。組織

別では葉にのみ特に高い値を示し，その他の組織ではその活性は低く抑えられていた。または，ｍＲＮＡレベルで

も同様の結果が得られた。葉の順位別に活性を測定すると，第１葉から第２葉にかけて特に著しい上昇が見られ

た。この時期のｍＲＮＡ発現量も同様のパターンを示したことから，転写レベルで調節されている可能性が考え

られる。第３葉で活性が低下したのち第４，５葉で再び上昇していくが，この時期はｍＲＮＡの発現量が低く抑え

られていることから，この活性の増加は合成されたtransketolaseの蓄積に起因するものかもしれない。これら

のtransketolaseの動向は，indicanの蓄積量とよく似ていた。しかし，indicanの蓄積は，第３葉以降増加し

ないことから，第４，５葉でのtransketolase活`性の上昇はindican合成と関係していないかもしれない。むし

ろ第１，２葉の若い葉においてシキミ酸経路への基質の供給が活発におこなわれている可能性が考えられる。

今後は，本酵素の細胞内局在，転写調節の有無などといった研究により，一次代謝経路とindican合成経路と

の関係を明らかにしていくことが課題であると考えている。

参考文献

(1)Ａ・Bayer・Ber､１１，１２９６(1878）

(2)Ｙ・Minami,Ｔ・KanafUjiandK・Miura・Bioci・BiotechBiochem､60,147-149（1996）

(3)Ｙ・Minami,Ｈ,Takao,Ｔ・KanafUji,Ｋ､Miura,Ｍ,Kondo,LHara-Nishimura,ａｎｄＨ・Matsubara・Ｐｌａｎｔ

Ｃｅ〃PhysioL38,1069-1074(1997）

」

．



タデ科植物アイのTransketolaseのｃＤＮＡクローニングとｍＲＮＡ発現解析 6５

(4)Ｙ・Minami，Ｙ・Shigeta，Ｕ、Tokumoto,Ｙ、Tanaka，Ｋ・Yonekura-Sakakibara，Ｈ・○h-okaandH・
MatsubaraPlantSci､142,219-226(1999）

(5)Ｙ・Minami，○.Nishimura，１．Hara-Nishimura,Ｍ・NishimuraandH、Matsubara､ＰｌａｎｔＣ巳Ｈ肋ysioL
4,218-225(2000）

(6)Ｙ・Minami，RecentRes・DeveLHantBioL1，155-162(2001）

(7)Ｇ・Bernacchia,GSchwal1,Ｆ・Lottspeich,Ｆ・Salamini,andDBertels・ＥＭＢｏＪＬ１４,610-618(1995）

(8)AFlechner，Ｕ・Dressen，Ｐ・Westhoff,Ｋ・Henze，Ｃ・SchnarrenbergerandW､Martin・涙ＺａｎｔＭＯＬ
ＢｉｏＬ３２,475-484(1996）

(9)Ｍ・Ｓundstrom，Ｙ，Undqvist，Ｇ・Schneider，Ｕ・HellmanandHRonne．』・ＢｉｏＬＣｈｅｍ、２６８，
24346-24352(1993）



南善子・藤田圭亮・松原央6６

cDNAclonmgandmRNAexpressionortransketolase
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LeavesofPolygo""'Ｍ"ＣＭ"maccumulatealargeamountofindican,theprecursorofindigoblue・Indican

isasecondarymetabolitewhichissynthesizedfiDmindoxylandUDP-glucosem1ノル０．ＡShikimicpathwayin

whichindoxylisproducedasaninterrnetaboliteisalsolinkedwithapentosephosphatepathwaythrough

erythrose4-phosphatewhichisproducedbythecatalysisoftransketolaselnthisstudy,thenucleotidesequence

oftransketolasecDNAwasdetenninedTransketolaseactivityinvanoustissueswasmeasured，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅ

ａｍｏｕｎｔｏｆｍＲＮＡｗａｓｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｂｙａｒｅａｌｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲＯｎｔｈｅｂａseofthesedata,wediscussedtherelation

betweenpentosephosphatepathwayandindicanmetabolism．


