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 自然界には多様な生育環境に適応した、多様な微生物が存在している。それぞれの環

境下において存在する有機物および無機物や、共存する生物の代謝産物を代謝・分解し、

資化できるように変異した菌が生き残り、生育してきた。 

 進化の過程でシダ植物や樹木・草本類は、地球の重力への抵抗、微生物、動物などか

らの傷害などのストレスへの抵抗や垂直・水平方向への肥大成長を促進するために、二

次細胞壁を発達させてきた[1]。植物の二次細胞壁は、主にセルロース・ヘミセルロー

スなどの多糖繊維と、リグニンと呼ばれる、芳香族化合物の重合体によって構成される

[2]。 

自然界には、リグニンの部分構造を有した低分子（一般には、分子量数百程度）の芳

香族化合物を唯一の炭素源として生育できるバクテリアがおり、古くからその存在が指

摘され、研究が進められてきた[3]。近年では 19 種類以上のバクテリアがリグニンに構

造が良く似た低分子の芳香族化合物を代謝することが報告されている[4]。 

αｰプロテオバクテリアに属する Sphingobium paucimobilis SYK-6 株(以下、SYK-6

株)は、パルプ廃液から発見された菌であり、多数の低分子芳香族化合物を唯一の炭素

源として生育が可能である[5]。この SYK-6 株からは、低分子芳香族化合物の代謝に関

わる酵素の遺伝子が多数単離され、現在までに 20 以上が報告されている。 

SYK-6 株から単離された低分子芳香族化合物の代謝に関わる遺伝子の一つである

pinZ は、ピノレジノールとラリシレジノールを各々ラリシレジノールとセコイソラリ

シレジノールへと、またシリンガレジノールを 5-5’ジメトキシラリシレジノールへと還

元的に変換する酵素 PinZ をコードしている(Fig.1)。同様の反応を触媒する酵素の遺伝

子は、Novosphingobium aromaticivorans DSM 1244 からも単離されている[6]。 

一方、植物に含まれる二次代謝物のうち、ヒドロキシケイ皮酸類やヒドロキシケイ皮

アルコール類が植物細胞質中で8-8’炭素間結合によって結合した2量体とその類縁化合

物をリグナンと総称する[7](F ig. 2)。リグナンはピノレジノールを起点として、順次ラ

リシレジノール、セコイソラリシレジノールなどを経由するリグナン生合成経路によっ

て代謝されることで多様な分子種を生成する。リグナンには抗酸化活性や抗ウイルス活

性を有する化合物が多く含まれており、抗ガン剤の原料や健康食品の成分としても利用

されている[2,8,9]。これまでに植物からピノレジノール及びラリシレジノールを変換す

る酵素遺伝子は多数単離されているものの、微生物から同様の機能を有する酵素の遺伝

子が単離されたのは前述の pinZ が初の事例である[3,4,6]。 

SYK-6 株の PinZ は、多くの植物が持つピノレジノールレダクターゼ（PrR）やピノ

レジノール-ラリシレジノールレダクターゼ（PLR）と同様に、ピノレジノールのフロ

フラン環を還元開裂する酵素である。また、PinZ はこれまでに報告されている植物由

来のピノレジノールレダクターゼよりも比活性が高く、近年シロイヌナズナから精製さ

れたピノレジノールレダクターゼと比較すると、約 1,500 倍以上の比活性を有している

[6, 10]。 
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本研究では、上述の強力な比活性を有する PinZ をコードする遺伝子 pinZ を遺伝子

工学的手法により植物細胞内で発現させ、植物中に含まれるリグナンの質的量的改変を

試みた。 
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序文 図表 

PinZ

(-)-Secoisolariciresinol  
(+)-Secoisolariciresinol

PinZ

PinZ

(+)-Lariciresinol 
(-)-Lariciresinol

(-)-5-5'-Dimethoxylariciresinol 
(-)-5-5'-Dimethoxylariciresinol

NADPH

(+)-Lariciresinol 
(-)-Lariciresinol

NADPH

NADPH

(+)-Pinoresinol 
(-)-Pinoresinol

(+)-Syringaresinol 
(-)-Syringaresinol   

Figure 1 Catalytic activities of PinZ from SYK-6. 

  



 

Solid arrows represent pathway

Broken arrows represent pathway

10 

Figure 2 Main lignan biosynthetic pathway 

Solid arrows represent pathways substanitiated by experiments. 

Broken arrows represent pathways assumed based on comparison of chamichal structureof chamichal structures. 
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1.1 緒言 
植物から溶媒により抽出される成分には、薬効や毒性を示す成分が存在し、古来より

薬・毒として用いられてきた。近年ではこの植物の抽出成分に含まれる多種多様な化合

物を同定・単離し、生理活性作用や有用性の研究が進められている[2,8]。植物によって

抽出成分の存在や化合物の種類、蓄積量は大きく異なり、その植物の性質を特徴づける

成分として捉えることもできる。抽出成分のうちフェニルアラニンを出発基質とした分

子種は、 general phenylpropanoid pathway を経由して生成される。 general 

phenylpropanoid pathway から分岐したモノリグノール生合成経路を経由する抽出成

分は、p-クマリルアルコール、コニフェリルアルコール、シナピルアルコールなどのモ

ノリグノール、general phenylpropanoid pathway 中の中間生成物や、中間生成物から

生合成されるクマリン、リグナン、ノルリグナン、フラボノイドやアントシアニジンな

どが存在する(Fig.1-1)。これらは分子の結合様式によってそれぞれの分子種群に分類さ

れる。また、これらの分子種群はそれぞれ生合成経路が存在し、更に変換されて多様な

種類の分子種が生成される[11]。 

リグナンは、general phenylpropanoid pathway 中から生成されるモノリグノールや

ケイ皮アルコールおよびケイ皮酸類などが、ラッカーゼやペルオキシダーゼによってラ

ジカル化され、8-8’炭素間で結合した二量体の総称である(Fig.1-2)。リグナンは重合す

る際に分子の立体構造を制御するディリジェントプロテインが関与し、光学的に活性で

ある[2]。また、生成したリグナンは、更に別の酵素によって変換され、フロフラン、

フラン、ジベンジルブチロラクトン、ジベンジルブチロラクトール、ジベンゾイルブタ

ン、アリルテトライン、アリルナフタレン、ジベンゾシクロオクタジエンなどの構造を

持つ、多様な分子種が生成する(Fig.1-3)。リグナンは植物種や植物中の組織間でも蓄積

量や組成が大きく異なっている[12,13]。また、Deyama らの論文では、196 種類ものリ

グナンの分子種が紹介され、それらの生理活性作用について報告がなされているが、こ

れらの分子種の配糖体や、光学異性体などが存在するため、非常に多様で多くの分子種

があることが推測される[8]。近日も新しいリグナンや新たな植物種からリグナンが単

離されているが、それらがどのような生合成経路を経由して生成しているかは、未知な

部分も多い[7]。またリグナンが植物細胞中で生理的にどのような役割を有しているか、

その本質的な理解には至っていない。一つの推測であるがリグナンには抗酸化活性、抗

真菌活性、抗ウイルス活性などを示す分子種が存在する[14]。また、真菌の破砕液を添

加した培地で亜麻を培養するとピノレジノールレダクターゼの発現量が増加すること

や、亜麻の種子においてピノレジノール・ラリシレジノールレダクターゼ遺伝子の上流

にある非翻訳配列には環境ストレスに応答して生成されるアブシシン酸のシスエレメ

ントはが存在することから、リグナンは外的ストレスに対して抵抗する役割を担ってい

る可能性が考えられる[15,16]。 
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Deyama らによると、リグナンはその構造の違いに応じて、抗酸化活性、抗腫瘍活性、

抗ウイルス活性、c-AMP の抑制、肝臓の保護など、多様な活性を有している[8]。ほと

んどのリグナンからは何らかの薬理作用が報告されているが、優れた薬理作用を有する

リグナンの分子種を精製し、抗ガン剤の半合成の原料として、または健康食品の成分と

して用いられているものも存在する。例えば、メギ科に属するポドフィルム

(Podophyllum peltatum)の根および茎根には、ポドフィロトキシンが含まれており、

米国では寫下剤として用いられている[4]。また、ポドフィロトキシンから誘導される

エトポシドやテニポシドやエトホポスなどは、抗ウイルス活性や抗リウマチ活性、抗腫

瘍活性などを示し、抗ガン剤や抗ウイルス剤としても用いられている[4]。更に、ゴマ

(Sesamum indicum)の種子に豊富に含まれるセサミンは、抗酸化活性、抗高血圧作用

があり、近年は日本でも健康食品の主成分として注目を集めている[31]。セサミンに構

造が類似しているフロフラン、フラン、ジベンジルブチロラクトン、ジベンジルブチロ

ラクトールは人に摂取された際、腸内の細菌叢によってエンテロラクトン、エンテロラ

クトールと呼ばれる哺乳類リグナンへと還元される[17]。哺乳類リグナンもまた抗酸化

作用や女性ホルモン様の生理活性作用を有しており、抗ガン作用や高血圧の防止、血管

系の疾病に効果を示すことが示唆されている[8]。 

上述のようにリグナンはそれを生産する植物自体に対して、また摂取するヒトに対し

て非常に有用な生理活性が多く存在しているが、植物種や組織に応じて含有量や組成が

異なるため、目的の分子種だけを回収するためには、それを有する植物を収穫し、精製

しなくてはならない[12, 13]。また、植物内の含有量が少なければ、それだけ多くの植

物を回収する必要がある。更に、近年の健康食品や医薬品需要の増加によって、高含有

植物の乱獲や価格高騰も懸念される。いくつかの分子種においては、全合成法も確立さ

れているが、不斉炭素原子を有し、複雑な構造を有するリグナンは合成するには、多く

の段階を踏む必要がある[9,20,21]。そのため、現在、産業として利用されているリグナ

ンや改変リグナンは植物から直接抽出されたものか、リグナンから半合成によって調製

されている物がほとんどである[22, 23]。 

これらの問題を解決するための一つの方法として、遺伝子工学的手法を用いた、リグ

ナン生合成経路の改変が検討されている。植物種によってリグナン生合成経路は差違が

見られるが、外来遺伝子の導入により特定の分子種までの生合成経路を新たに植物内に

構築したり、一部の反応段階を強化したりすることで、目的のリグナンを増産する試み

がなされている。例を挙げるとリグナン生合成経路で働く酵素の中で最も良く研究され

ているのは、リグナン生合成経路の最上流に位置する、ピノレジノールをラリシレジノ

ールへ変換する酵素(EC 1.23.1.1)、即ちピノレジノールレダクターゼ（PrR）、或いは

ピノレジノール-ラリシレジノールレダクターゼ（PLR）である[24-27]。これらの酵素

は、リグナン生合成の量的制御に関わる重要な酵素であるとされ、既に複数の植物種で

これらの酵素をコードする遺伝子やその cDNA が単離されている。PrR、PLR と異な
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る呼称が付けられてはいるのは、これらの基質特異性の違いを反映した呼び名であるた

めで、前者はピノレジノールを、後者はピノレジノールとその還元生成物であるラリシ

レジノールを基質とし、NADPH の存在下で各々を還元する類似した酵素である。1993

年にはレンギョウ(Forsythiaintermedia)から PLR が単離・精製され、立体特異的な基

質認識をする酵素であることが示された[19]。また、1996 年には同種から PLR をコー

ドする遺伝子も単離されている[26]。この他、ベイスギ、ポプラ、シロイヌナズナ、ポ

テト、タバコなど、現在では 50 種以上の植物から PLR の遺伝子や cDNA が単離され

ている[28]。これまでに植物から精製された PLR や単離された遺伝子や cDNA に由来

する組換え PLR や PrR の基質特異性を評価した多くの実験結果から、既知の PLR や

PrR のほとんどは、ピノレジノールやラリシレジノールに存在する 2 つのエナンチオマ

ー（＋体と－体）のいずれかに対して、より強い基質特性を示すことが分かっている[19]。

しかしながら PLR や PrR が示すこのエナンチオ選択性が、植物生理学的に何を意味す

るのかは未知であり、研究が進められている。 

PLR についても、その強制発現や発現促進によってリグニン蓄積を変化させる試み

がいくつか報告されている。例えば、レンギョウ(Forsythia intermedia)の PLR 遺伝子

を小麦で強制発現させると、セコイソラリシレシノールの蓄積量が増加する[29]。また、亜

麻(Linum usitatissimum)の PLR 遺伝子をトウダイグサ(Phyllanthus amarus)に導入して

高発現させると、代謝経路の下流に存在するフィランチンの蓄積量が僅かに増加する[30]。

更に、朝鮮レンギョウ(Forsythia koreana)の培養細胞で PLR 遺伝子を発現抑制させると、

ピノレシノールの配糖体の蓄積量が 20 倍以上に増加し、代謝経路の下流に位置するリグナ

ンの減少が見られている[31]。これらに加えて、朝鮮レンギョウの培養細胞において、PLR

遺伝子を発現抑制させ、更にゴマ(Sesamum indicum)から単離されたピペリトール-セサミ

ン合成酵素(CYP81Q1)の cDNA を導入して高発現させると、野生型では生産しないセサミ

ンが合成される。これらの結果から、リグナン生合成経路の人為的な改変により、特定の

リグナンの生成を変化させることが可能であることがわかる[31]。また、これまでの報告か

ら、リグナン生合成経路の最も上流に位置する酵素の一つである、ピノレジノールレダク

ターゼの活性は、下流の位置する分子種の蓄積量や組成に大きな影響を与えることが推測

される。 

 本研究では先に述べたバクテリア SYK-6 株から単離された、PrR 遺伝子産物を植物

の細胞質中に蓄積させ、組換え植物でのリグナンの蓄積量および組成の改変を試みた。

SYK-6 株由来の PrR である PinZ は、植物に由来する PrR や PLR と比較して、ピノ

レジノールに対する非常に高い還元活性（比活性）を有している。福原らによると、大

腸菌中で生産させた組換え PinZ と、シロイヌナズナから cDNA を単離・同定し、大腸

菌で生産させた組換え AtPrR1 を比較すると、PinZ は約 1,500 倍の高いピノレジノー

ル還元活性を有していた[6]。この非常に高い活性を有している PinZ は、これまで利用

されてきた植物由来のピノレジノールレダクターゼ以上に、リグナン生合成経路の人為



14 
 

的改変において有用であると考えられる。また、従来は植物の遺伝子を用いてリグナン

代謝の改変が試みられてきたが、本研究では遺伝子の出所を植物以外の生物に求めたと

ころも、今後の研究の展開を考える上では重要な点である。Butt らによりリグナン変

換能を有するするバクテリアは既に 20 種以上単離されており[32]、これらの微生物の

比活性が解明されることで、今後さらに有用な酵素遺伝子が単離される可能性がある。 

 上記のような背景の下、本研究では PinZ をコードする pinZ 遺伝子を用いて、植物

中のリグナン生合成経路を改変することを試みた。また、供試植物としては、シロイヌ

ナズナを用いた。その理由としては、遺伝子導入、交配、種子生産などの実験操作が簡

便、かつ容易であることが挙げられる。植物とバクテリアではコドン使用頻度が大きく

異なるため、まず pinZ アミノ酸コード領域を網羅する DNA を化学的に全合成した。

これを植物発現ベクターに挿入後、シロイヌナズナを形質転換した。形質転換当代の種

子を出発材料に自家受粉によりホモ接合系統を得て、それを用いて種々の実験を行った。

具体的には、形質転換植物における導入遺伝子の発現、ピノレジノール還元活性やリグ

ナン組成の評価、リグナン以外の代謝物の変動の確認などである。 

更に、既報の結果から、PinZ はなピノレジノールのエナンチオマーに対する明確な

基質選択性を示さないことが明らかにされているため、植物内で生産する PinZ につい

ても、そのエナンチオ選択性を定性的に評価した[6]。 
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1.2 材料および方法 

 

1.2.1 植物発現用ベクターpBF2:mpinZ の作出 

SYK-6 株由来のピノレジノールレダクターゼ(pinZ)にコードされたタンパク質のア

ミノ酸配列を DDBJ/EMBL/GenBank から入手し、pinZ のコドン使用頻度をバクテリ

ア型からシロイヌナズナのそれに再構成した。再構成する際に、遺伝子のメチル化の対

象となる GC モチーフ及び CNG モチーフが極力少なくなるように塩基配列をデザイン

し、この配列を基に cDNA を DNA 合成機にて化学合成した。又、転写効率を向上させ

る目的で pinZ cDNA のすぐ上流にアデニン 4 残基を付加した。更に、クローニングベ

クター上の pinZ cDNA の加工性を改良する目的で、合成した cDNA の末端に BamHI

と SacIの制限酵素サイトを付加した(合成した pinZを、以降mpinZと呼ぶ)(Fig. 1-4)。 

また、PinZ のエナンチオ選択性を解析するため、長岡科学技術大学政井研究室より

SYK-6 株由来の pinZ を受領した。SYK-6 株由来の pinZ は pET-16 ベクターに組み込

まれた状態であった。DNA の操作および培地の組成などは、Molecular Cloning の方

法に従った。クローニングに使用された大腸菌は、DNA の増幅用には XL-1 株、タン

パク質発現用には BL21(DE3)株であった。遺伝子のサブクローニングとしては pUC18

ベクターを、酵素大腸菌で生産させる際には pET-DUET ベクターを、植物細胞で遺伝

子を発現させる際には pBF2 ベクターを使用した。 

 制限酵素 BamHⅠと SacⅠを用いて、pIDT-SMART から mpinZ を切り出し、pUC18

ベクターに組み込み、遺伝子をサブクローニングした。サブクローニングされた mpinZ

を再度切り出し、pBF2 ベクターに連結して、植物発現用ベクターpBF2:mpinZ を作出

した。 

 

1.2.1.1 ヒートショック法による大腸菌の形質転換 

1. pIDTSMART-Amp+:pinZ 粉末を受領し、20 µLMilliQ に溶解した。5µL 取り、-20℃

で保存した。残りの液は-30℃で保存した。 

2. 大腸菌のコンピテントセルを氷上で溶解し、大腸菌液 100 µL に対し、プラスミド

を含む液 1 µL 加え、氷上で 30 分放置した。 

3. 42℃で 90 秒間湯浴し、直ぐに 2 分間氷上に静置した。 

4. SOC 培地 1 mLを加え、36℃に設定したインキュベーターで 30 分間予備培養した。 

5. 常温、10,000 rpm で 1 分間遠心して集菌し、デカンテーションで上清を捨て、ピ

ペットで残った上澄みに再懸濁した。 

6. 抗生物質を含む LB 固形培地に菌懸濁液を塗布し、37℃インキュベーターで一晩静

置培養した。 

7. 大腸菌コロニーを白金耳で取り、抗生物質を含む LB 液体培地に懸濁した。 



16 
 

8. 37℃で一晩静置培養し、4℃で保存した。 

 

 

1.2.1.2 大腸菌からのプラスミド DNA の回収 

1. 1.2.1.2で作出した大腸菌株を Amp 100 mg/Lを含む LB液体培地 10 mLに植菌し、

振盪培養漕を用いて 37℃ 130 rpm で培養した。 

2. 培養液全量を遠心管に移し、4℃、3,500 rpm で 10 分間遠心し、上清を捨てた。 

3. 菌体ペレットに冷 Sol.Ⅰ 200 µL を加えて再懸濁し、マイクロチューブに移して氷

上にて 15 分間静置した。 

4. Sol.Ⅱ 400 µLを加え、粘り気が出る程度に転倒混和して氷上にて 5分間静置した。 

5. Sol.Ⅲ 300 µL を加え、凝集物が崩れない程度に転倒混和して氷上にて 10 分間静

置した。 

6. 4℃、15,000 rpm で 10 分間遠心し、上清を別の 1.5 mL マイクロチューブに回収

した。 

7. 10 mg/mL RNaseAを2 µLを加え、インキュベーターで37℃にて20 分間静置し、

RNA を消化させた。 

 

1.2.1.3 フェノール・クロロホルム抽出を用いたタンパク質の除去 

1. 回収した溶液に等量の PCI を加え、ボルテックスミキサーで混和した。 

2. 常温、15､000 rpm で 10 分間遠心分離し、上澄みを新しいマイクロチューブに回

収した。 

3. 手順 1,2 をもう一度繰り返した。 

 

・プラスミド回収用 Sol.Ⅰ溶液 

  50 mM  glucose 

  25 mM  Tris-HCl(pH8.0) 

  10 mM  EDTA(pH8.0) 

 

・プラスミド回収用 Sol.Ⅱ溶液 

  0.2 N  NaOH 

  1%  SDS 

 

・プラスミド回収用 Sol.Ⅲ溶液 

  CH3COOK  88.2 g 

  CH3COOH  34.5mL 

   300 mL 
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・PCI 溶液(フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール=25 :24 :1 (v:v:v)を 0.1 M 

Tris-HCl (pH8.0)でバッファライズしたもの) 

 

1.2.1.4 イソプロパノール沈殿によるプラスミド DNA の回収 

1. 等量のイソプロパノールを加え、転倒混和した。 

2. 15 分間静置して沈殿を熟成させた。 

3. 15,000 rpm で 20 分間遠心分離し、上澄みを捨てた。 

4. 70 %EtOH 200 µl を加えて DNA ペレットとチューブ壁面を洗浄し、デカンテー

ションで上澄みを捨てた。 

5. 再度 70%EtOH を 200 µL 加えて 5 分間遠心し、ピペットで上澄みを除いた。 

6. 減圧乾燥を行い、MilliQ 30 µL に溶解した。 

 

1.2.1.5 プラスミド DNA の制限酵素処理 

1. 処理する DNA 溶液に応じて反応スケール（30 µL）を決めた。 

2. 溶液を加えて、37℃で 1 晩培養した。  

3. 操作 1.2.1.3 を行い、酵素を失活除去した。 

4. 3 M 酢酸ナトリウムを DNA 液の 1/10 量加え、操作 1.2.1.4 を行い、切断された

DNA 断片を回収した。 

 

・制限酵素処理溶液の組成 

Plasmid DNA 25 µL 

SacI  1.5 µL 

BamHI 1.5 µL 

0.5×K buffer 1.5 µL 

Milli Q 0.5 µL    

30 µL 

 

1.2.1.6 電気泳動・ゲル切り出しによる pinZ およびプラスミドベクター断片の回収 

1. 試料液を作成し、2 µL と 20 µL に分けて 0.8%アガロースゲルにアプライし、100 

V で電気泳動を行った。色素がアガロースゲル作製プレートに描かれたラインの 3 

本前位に来るまで泳動を行った。 

2. ゲルを泳動方向に半分に切断し、内 2 µL の試料液を流したゲルを 0.1%エチジウム

ブロマイド溶液で 20 分間染色し、紫外線を当てて目的のバンドを目視し、その位

置を切り出した。 

3. 切り出したゲルを 20 µL アプライしたゲルと合わせて、目的のバンドの位置を確認
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し、ゲルを切り出した。 

4. 切り出したゲル片をマイクロチューブに取り、キット（Promega Wizard SV Gel 

and PCR Clean-up system）を用いて DNA 断片を回収した。最終的な溶液は DNA

断片を含む 50 µL MilliQ に溶解した液となった。 

  

・試料液組成 

DNA を含む溶液 18 µL 

Dye buffer   4µL  

22 µL 

 

1.2.1.7 ホストベクターの制限酵素処理と脱リン酸化処理 

1. 脱リン酸化反応液を調製した。 

2. 37℃で 30 分間インキュベーターに静置した。 

3. 操作 1.2.1.3 を行った。 

4. 3 M 酢酸ナトリウムを 3 µL 加え、操作 1.2.1.4 を行い、DNA 溶液を回収した。 

 

・脱リン酸化反応液 

DNA 溶液  30 µL 

10×PAP buffer  2 µL 

PAP    1 µL 

33 µL 

 

1.2.1.8 脱リン酸化処理したホストベクターと pinZ のライゲーション 

1. ライゲーション反応液を調製した。 

2. 16 ℃で一晩水浴した。 

 

・ライゲーション反応液 

10 ×reaction buffer  1 µL 

Vector DNA(pBF2)  2 µL 

Insert DNA(pinZ)  2 µL 

Milli Q   4 µL 

T4 DNA Ligase  1 µL 

    10 µL 

 

1.2.1.9 ライゲーション反応液を用いた大腸菌の形質転換 

1. 操作 1.2.1.1 を用いてライゲーション反応液を大腸菌に形質転換した。 
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1.2.1.10 ラピッドチェックによる形質転換菌の選抜 

1. TE buffer(pH8.0)1 mL に対し、0.1%SDS を加えてラピッドバッファーを作成した。 

2. 導入したベクターに合わせて抗生物質を加えた LB 培地を 500 µL ずつ 2 mL マイ

クロチューブに加えた。 

3. 形質転換し、一番培養した大腸菌を爪楊枝でピックアップし、操作 2.の液に浸し、

植菌した。 

4. 37℃のインキュベーターで 2~4 時間培養した。時々マイクロチューブを良く振り、

菌を攪拌した。 

5. 常温、10,000 rpm、1 分間遠心分離を行い、デカンテーションで上清を捨て、菌

体を回収した。 

6. ラピッドバッファーを 20 µL、PCI 溶液を 20 µL 加えて、マイクロチューブを指で

はじいて良く攪拌した。 

7. 常温、10,000 rpm、5 分間遠心分離を行い、上清を回収した。 

8. 目的の分子量に応じた濃度のアガロースを用いてゲルを作成し、操作 7.で回収した

上清を加えた。また、1 レーンはネガティブコントロールとして、形質転換したベ

クターだけをアプライした。 

9. ゲルのウェル側の移動層に、10 mL の RNAase 溶液を加えて、電気泳動を行った。 

10. 1% エチジウムブロマイド溶液に浸し、DNA を染色した。 

11. 紫外線下で DNA を観察し、形質転換した菌を回収した。 

 

1.2.1.11 コロニーPCR による形質転換菌の選抜 

1. 形質転換した大腸菌を 50 µg/mLのカナマイシン(Km)を含むLB寒天培地で一晩培

養した。 

2. PCR 反応液を調製し、氷冷しながら PCR チューブに 8 µL ずつ分注した。 

3. 各コロニーを爪楊枝で取り、LB 固形培地に挿してセレクションプレートを作成し、

挿した爪楊枝を分注した PCR チューブに漬けた。セレクションプレートは 37℃で

一晩培養した。 

4. 蓋をしっかり締め、Astec 製 PCRcyclar を用いて、PCR を行った。反応時間は以

下の通りである。 

 

   Seg1  94℃5 min     1 time 

Seg2  94℃30 sec:54℃30 sec:72℃1 min   30 cycles 

Seg3  72℃5 min     1 time 

Seg4  20℃1 h             1 time 

 

5. PCR した反応液 4 µL に Dye 1 µL を加えて 1.2.1.6 を行い、電気泳動した。 
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6. 電気泳動後、エチジウムブロマイドに 20 分間浸し、紫外線で DNA が増幅されて

いた試料を目視した。 

7. 増幅が確認されていた大腸菌をセレクションプレートから白金耳で取り、新たな 50 

µg/mL の Km を含む LB 寒天培地ストリークし、37℃で一晩培養してマスタープ

レートとし、4℃で保存した。以降の実験ではマスタープレートに保存した菌を用

いた。 

 

・PCR 反応液 

Milli Q   72.5 µL 

10×Ex Taq buffer    10 µL 

dNTP mix     10 µL 

Forward primer     4 µL 

Reverse primer     4 µL 

Ex Taq polymerase    0.5 µL 

100 µL 

 

1.2.1.12 ライゲーションしたプラスミドベクターの確認 

1. 選抜した菌から抗生物質を含む LB 液体培地を使用し、1.2.1.2～1.2.1.4 と同様に

行いプラスミドを回収した。 

2. 1.2.1.5 と同様の方法で切断を試みた。酵素処理液の組成は以下の通りである。 

3. 1.2.1.6 と同様の方法で、目的断片を目視した。 

 組成 

DNA 溶液 

Plasmid DNA   3 µL 

 SacI   0.5 µL 

 BamHI   0.5 µL 

 0.5×K buffer   1 µL 

 Milli Q    5 µL  

    10 µL 
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1.2.2 mpinZ 組換え BY-2 細胞、mpinZ 遺伝子組換えシロイヌナズナの作出 

1.2.1 にて作出した植物発現用ベクターpBF2:mpinZ をエレクトロポレーション法に

てアグロバクテリウム LBA4404 株(Agrobacterium tumefaciens LBA 4404)に導入し

た。pBF2:mpinZ が導入された菌を培養し、回収した。回収されたアグロバクテリウム 

LBA4404 株と BY-2 細胞を共培養し、バイナリーベクター法にて RB-LB に挟まれた

T-DNA 領域を BY-2 細胞に組込んだ。遺伝子が導入された BY-2 細胞を選抜し、以降の

実験に用いた。 

また、シロイヌナズナにおいては、pBF2:mpinZ ベクターを株式会社 InPlanta に送

付し、フローラルディップ法にて T-DNA 領域を組込んだ。感染処理を行った系統から

種子を回収し、抗生物質選抜によって遺伝子が組込まれた系統を選抜した。DNA に導

入された mpinZ をホモ接合で保持する系統を選抜するため、後代検定法を用いた。 

 

1.2.2.1 アグロバクテリウム LBA4404 株のコンピテントセルの作製 

1. -80 ℃で保存したアグロバクテリウム LBA4404 株を含む液 150 µL を Str 50 

mg/L を加えた YEP 液体培地 10 mL に加え、28℃で一晩培養した。 

2. 全量を無菌的に遠心管に移し、3,500 rpm で 10 分間遠心分離した。 

3. 上清を捨て、10%グリセロール溶液 5 mL を加えてピペッティングし、ペレットを

撹拌した。 

4. 遠心管に移し、3,500 rpm で遠心分離した。 

5. 上清を捨て、10%グリセロール溶液 5 mL を加えてピペッティングし、ペレットを

撹拌した。 

6. 上清を捨て、10%グリセロール溶液 200 µL を加えてペレットを撹拌し、マイクロ

チューブに移して氷中で冷却した。 

7. 50 µL ずつマイクロチューブに取り、液体窒素で凍結した後、-80 ℃で保存した。 

 

・10%グリセロール溶液 

1 液 

sucrose 9.31 g 

glycerol 10 mL 

MilliQ Up to 80 mL 

 

2 液 

2 M MgCl2 50 µL 

MilliQ Up to 20 mL 

1,2 液をオートクレーブにかけ、冷えたら無菌的に混合 
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・YEP 培地 

 Bacto-peptone  1.0 g 

 Bacto-Yeast extract 1.0 g 

 NaCl   0.5 g 

 (Agar   1.5 g) 

 Water Up to 100 mL 

 

1.2.2.2 エレクトロポレーション法によるLBA4404株へのバイナリーベクターの導入 

1. 2 uL のプラスミド DNA を解凍した LBA4404 株コンピテントセル 50 µL に加え、

氷上で 30 分間静置した。この際キュベットも冷却した。 

2. 菌をキュベットに移し、電圧 2.5 kV キャパシタンス 25 µF 抵抗 200 Ωの設定で

ジーンパルサーで通電した。 

3. SOC 培地 1 mL を加え、マイクロチューブに 28℃で 4 時間静置した。 

4. 10,000 rpm で 30 秒間で遠心分離し、無菌的に上澄を取り除き、再懸濁して 50 

µg/mL の Km を含む YEP 固形培地にコンラージした。 

5. 28℃で 2 晩培養した。 

 

1.2.2.3 コロニーPCR によるプラスミド DNA 導入の確認 

1. 1.2.1.11 と同様に行った。泳動結果からベクターが導入されたコロニーを選抜し、

ストリークして保存した。 

 

1.2.2.4 pBF2:mpinZ導入アグロバクテリウムを用いたNicotiana tabacum cv. Bright 

Yellow-2 (BY-2) の形質転換 

1. pBF2:pinZ 導入 LBA4404 株をマスタープレートから白金耳で取り、最終濃度がそ

れぞれ 50 mg/L となるように Km､Str を加えた YEP 培地で 28 ℃、一晩振盪培養

した。 

2. 培養液を 1 mL 取り、最終濃度がそれぞれ 50 mg/L となるように Km､Str を加え

た YEP 培地で 28℃、6 時間浸透培養した。 

3. 操作 2.の培養液を 1 mL をマイクロチューブに取り、10､000rpm で 30 秒間遠心

分離し、菌体を上清 500 µL に再懸濁した。 

4. プラスチックシャーレ上にて、培養液 3 日目 BY-2 溶液 4 mL、本培養液 100 µL、

20 mg/mL となるように EtOH に溶解したアセトシリンゴン 5 µL を混合し、パラ

フィルムで封をして 28 ℃、暗所で 48 時間静置培養し、共存培養を行った。 

5. 培養液に LS 培地 6 mL を加えて培養液を遠心チューブに回収した。 

6. 1,000 rpm で 1 分間遠心、ピペットで上澄みを取り除いた。 

7. LS 液体培地 4 mL を加えて細胞を再懸濁し、同様に遠心して上澄を捨てた。 
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8. 操作 7.を 2 回繰り返した。 

9. 懸濁液を 500 mg/L のカルベニシリン(Car)を含む LS 液体培地で 10 倍希釈し、そ

こから 1mL を Km が 200 mg/L, Car が 500 mg/L になるように加えた LS 平板培

地に広げた。余分な水分は取り除いた。 

10. パラフィルムで封をし、28 ℃で大豆大になるまで培養した。 

 

・LS 培地 

MS 1   100 mL 

MS 2   10 mL 

MS 3   10 mL 

Modified LS-VT 2.5 mL 

KH2PO4  20 mg 

0.2mg/mL 2,4-D 1 mL 

Sucrose  30 g   

１L(pH5.8) 

(Agar 9 g) 

 

・MS(Murashige-Skoog)培地ストック溶液 

 

・MS1(10 倍濃度・1L) 

NH4NO3  16.5 g 

KNO3   19 g 

CaCl2・2H2O  4.4 g 

MgSO4・7H2O  3.7 g 

KH2PO4  1.7 g 

 

・MS2(100 倍濃度・1L) 

FeSO4・7H2O  2.78 g 

EDTA・2Na  3.73 g 

 

・MS3(100 倍濃度・1L) 

MnSO4・4H2O  2.23 g 

ZnSO4・7H2O  0.86 g 

CoCl2・6H2O  2.5 mg 

CuSO4・5H2O  2.5 mg 

Na2MoO4・2H2O 25 mg 
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KI   83 mg 

H3BO3   0.62 g 

 

・MS4(100 倍濃度・1L) 

Nicotic acid   50 mg 

Pyridoxine hydrochloride 50 mg 

Thiamine hydrochloride 10 mg 

myo-Inositol   10 g 

L-Glycine   0.2 g 

 

・Modified LS-VT(400 倍濃度) 

Thiamine・HCl  40 mg 

myo-inositol   4 g      

           100 mL 

 

1.2.2.5 組換え mpinZ 遺伝子を導入した組換えシロイヌナズナ（mpinZ 組換え個体）

の作出 

 シロイヌナズナにおいては、ベクターpBF2:mpinZ を（株）In planta に送付し、遺

伝子導入個体 T
１
種子を受領した。 

 

1.2.2.6 mpinZ 組換え個体 T1種子の播種 

1. 種子滅菌液を調製した。組成は下記の通りである。 

2. マイクロチューブに 3~400 粒程度のシロイヌナズナ PinZ T1種子を取った。 

3. 100％ EtOH 1 mL を加え、ボルテックスして液をピペットで取り除いた。 

4. 操作 3.をもう一度繰り返した。 

5. クリーンベンチにて、種子滅菌液を加え、ボルテックスして 5 分静置した。 

6. 種子滅菌液を取り除き、滅菌水 1 mL を加え、ボルテックスして種子を洗った。 

7. 操作 6.を後 2 回繰り返した。 

8. 種子に 0.1% アガロース液を 200 µL 加えて種子を撹拌し、0.8%寒天 MS 固形培地

(Km 50 µg/mL)に種子アガロース液を滴下し、スポット状に播種した。 

9. 冷蔵庫にて 2 日間暗所で保存し、休眠打破した。 

10. 植物培養室にて 2 週間培養を行った。 

11. 抗生物質にて選抜された個体を、抗生物質を含まない 0.8%寒天 MS 固形培地に移

し、2 週間培養した。 

12. 培養した個体を下記組成の土に植替え、6 週間栽培した。種子が回収出来るまで成

熟した後、種子を回収した。 
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・種子滅菌液 

3% Tween20  100 µL 

 HClO   50 µL 

 超純水  900 µL 

 

・MS 培地 

MS 1   100 mL 

MS 2   10 mL 

MS 3   10 mL 

MS 4   10 mL 

Sucrose  30 g 

up to   1L(pH5.8) 

(Agar 9.0 g) 

 

・土組成 

 黒土：バーミキュライト＝1:1 

 

1.2.2.7 mpinZ 組換え個体 T2種子の播種及び同 T3種子を用いた後代検定法によるホ

モラインの選抜 

1. 1.2.2.6 と同様に種子を滅菌・播種し、栽培して種子を回収した。 

2. 操作 1.で回収した T3種子を各ライン毎に 50 µg/mL の Km を含む MS 固形培地に

1 粒ずつ播種し、2 週間培養した。 

3. 培養した系統内で、白色化して枯死していない系統を選抜した。 

4. 操作 2.3.を再度行い、同様に枯死するか確認した。 
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1.2.3 mpinZ 組換えシロイヌナズナからの cDNA の調製及び半定量的 RT-PC

による発現量の解析 

 シロイヌナズナの野生型系統と mpinZ 組換えシロイヌナズナ 7 系統を MS 固形培地

にて培養し、4 週齢の各系統の茎を回収した。また、MS 固形培地にて 4 週間培養した

のち、土(バーミキュライト:パーライト:ピートモス=2:1:1 v/v)を入れたプラントポット

に移しさらに 4 週間培養した。計 8 週齢になるまで培養したシロイヌナズナの茎を回収

し、乳鉢に入れて液体窒素で凍結し、磨砕した。粉末を 2 ml マイクロチューブに回収

し、1 mL の Trizol 試薬を加え、勢いよく攪拌した。その後は Trizol 試薬の手法に従い、

全 RNA を回収した。回収された RNA 全量に対し 10 N の LiCl を 1/4 量加えて攪拌し、

凍結させて全 RNA を沈殿させた。RNA を回収して、50 µl の nuclease free water に

溶解し、再度同様の操作を行い、全 RNA を精製した。精製された全 RNA から

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit(Roche)を用いて1本鎖 cDNAを合成し

た。mpinZ、シロイヌナズナ内在性のピノレジノールレダクターゼ、Atprr1 (At1g32100)

および Atprr2 (At4g13660)、ハウスキーピングジーンである Atact2 (At3g18780)の発

現量を解析するため、半定量的 RT-PCR を行い、それぞれの cDNA を増幅した。増幅

された cDNA を電気泳動し、エチジウムブロマイド液で染色した。これを UV トラン

スイルミネーターで観察した。 

 

1.2.3.1 全 RNA の抽出 

1. 1.2.2.8 で回収した系統の種子に 1.2.2.7 を行い、培養した。 

2. 4 週齢個体の根と、8 週齢個体の茎をそれぞれの系統から回収し、液体窒素と乳鉢

を用いて破砕した。 

3. 2 mL マイクロチューブに 500 µL 程度回収し、すぐに Trizol 試薬を 1 mL 加えて

タッピングし攪拌した。液体窒素が気化して暴発しないように時々蓋を開けながら、

完全に Trizol 試薬が浸透するまで行った。 

4. 15,000 rpm,4℃で 10 分間遠心分離し、上清を別のマイクロチューブに回収した。 

5. 室温で 5 分静置した。 

6. 200 mL のクロロホルムを加えて、激しく攪拌した。 

7. 操作 3.を繰り返した。この時、中間層のタンパク質を吸わないように、注意深く上

清を回収した。 

8. 回収した上清に対し 0.5 倍量の High-salt buffer とイソプロパノールを加え、良く

混合した。High-salt buffer の組成は下記に記載する。 

9. 10 分間常温で静置した。 

10. 15,000 rp,4℃で 10 分間遠心分離し、全 RNA ペレットを得た。 

11. 上澄みをデカンテーションし、1 mL の 75%エタノールを加えて、ペレットをマイ

クロチューブから剥がしつつ、崩さないように Wash した。 
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12. 8,000 rpm, 4℃で 10 分間遠心分離し、ピペットマンを用いて上澄みを注意深く捨

てた。 

13. RNA のペレットが乾ききらないように注意深く観察しながら、チューブ内を乾か

した。 

14. 30~50 mL の RNAase free water を加え、RNA ペレットを溶解した。 

15. 1 mL 取り、RNAase free water で 10 倍希釈し、吸光光度計で RNA 量を測定した。 

 

・High-salt buffer 

NaCl  1.2 M 

Sodium citrate 0.8 M 

 

1.2.3.2 塩化リチウムを用いた RNA ペレットからの不純物の除去 

1. 1.2.3.1 で回収した RNA溶液の 4 分の 1 量の滅菌した 10 N LiCl 液を加えて良く攪

拌した。 

2. スピンダウンして、冷凍庫(-20℃)で 1 時間以上保存した。 

3. 4℃,15,000 rpm で 10 分間遠心分離し、上澄みを除去した。 

4. 1 mL の 75%エタノールを加えて、ペレットをマイクロチューブから剥がしつつ、

ペレットを崩さないように洗浄した。 

5. 10,000 rpm,4℃で 10 分間遠心分離し、ピペットマンを用いて上澄みを注意深く捨

てた。 

6. RNA のペレットが乾ききらないように注意深く観察しながら、チューブ内を乾か

した。 

7. 30~50 mL の RNAase free water を加え、RNA ペレットを溶解した。 

8. 1 mL 取り、RNAase free water で 10 倍希釈し、吸光光度計で RNA 量を測定した。 

9. 操作 1~8 を再度繰り返した。 

10. 吸光度 A260/A280が 2.0 以上にならない場合、操作 1~8 を繰り返した。RNA 濃度が

希釈され過ぎない様に、最終的に溶解する RNase free water の量を調節した。 

11. 回収後、-20℃にて保存した。 

 

1.2.3.3 全 RNA からの cDNA の合成 

1. 保存した全 RNA 溶液を 60℃で 15 分間温浴し、RNA 溶液を溶解させた。時々タ

ッピングしてスピンダウンした。 

2. RNA 溶液を 1~2 mL 取り、Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit(Roche)

を用いて cDNA を合成した。 

 

1.2.3.4 半定量的 RT-PCR による遺伝子の増幅 



28 
 

1. 合成した cDNA を 2 µL 取り、PCR 溶液を 18 µL 加えた。 

2. タッピングしてスピンダウンし、PCR を行った。 

 

Seg1  94℃5 min     1 time 

Seg2  94℃30 sec:54℃30 sec:72℃1 min   22 または 30 cycles 

Seg3  72℃5 min     1 time 

Seg4  20℃1 h      1 time 

 

・PCR 反応液 

Milli Q   71.5 µL 

10×Ex Taq buffer    10 µL 

dNTP mix     10 µL 

Forward primer     4 µL 

Reverse primer     4 µL 

Ex Taq polymerase    0.5 µL 

100 µL 

 

3. PCR 反応液を操作 1.2.1.7 にて電気泳動し、DNA の増幅を確認した。 

 

使用したプライマーは下記の通りである(Table 1-1)。 

 

1.2.3.5 トランスクリプトーム解析による全 RNA の解析 

1. 1.2.3.2 を用いて、全 RNA を調製した。 

2. 試料をかずさ DNA 研究所に送付し、RNA-seq を行った。 
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1.2.4 mpinZ 組換えシロイヌナズナのトランスクリプトーム解析 

 1.2.3 に従い、野生型系統と mpinZ 組換えシロイヌナズナから 4 週齢の根と 8 週齢の

茎を回収し、全 RNA を回収した。10 N の LiCl にて 2 度精製した。精製された全 RNA

をかずさDNA研究所に送付し、一本鎖 cDNAを合成し、DNAシーケンサーにて全RNA

の発現量を解析した。 
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1.2.5 大腸菌、BY-2 細胞、シロイヌナズナからの粗酵素液の抽出 

 野生型系統大腸菌 BL21(DE3)株と 1.2.1 の操作を行い作出した、pET-DUET:pinZ を

導入された大腸菌 BL21(DE3)を IPTG 100µM を加えた LB 液体培地にて培養し、集菌

して 50 mM Tris-HCl(pH7.5)を加え、氷上で超音波破砕した。再度遠心して上清を回

収し、粗酵素液とした。 

 野生型系統および mpinZ 組換え BY-2 細胞の細胞塊を液体窒素で破砕し、50 mM 

Tris-HCl(pH7.5)を加えて氷上で 20 分静置した。15,000 rpm、4℃で 10 分間遠心分離

して上清を回収し、上清を回収した。同様の操作を行い、粗酵素液とした。 

 野性型系統および mpinZ 組換えシロイヌナズナについては、1.2.3 に従い、4 週齢の

根と 8 週齢の茎を回収し、液体窒素にてそれぞれ磨砕した。磨砕された粉末を回収し

50 mM Tris-HCl(pH7.5)を加えて氷上で 20 分静置した。15,000 rpm、4℃で 10 分間

遠心分離して上清を回収し、上清を回収した。同様の操作を行い、粗酵素液とした。 

 粗酵素液に含まれる総たんぱく質の量を Brad-ford 法にて定量した。Protein assay 

buffer(Bio-Rad 社)の手法に従って試料の総たんぱく質量を定量した。 

 また、pinZ が導入された大腸菌からアフィニーティークロマトグラフィーにて PinZ

を精製した。pET-DUET:mpinZ を導入した大腸菌から粗酵素を回収し、His Spin Trap 

TALON (GE healthcare Life Sciences)キットの手法に従い精製した。 

 

1.2.5.1 大腸菌からの粗酵素液の調製 

1. 大腸菌 BL21(DE3)株を、抗生物質を含む LB 液体培地に植菌し、OD600=0.3~0.6

になるまで培養した。 

2. IPTG 100 mM を 10µl 加えて 2 時間培養し、タンパク質を発現させた。 

3. 培養液を 15 ml ファルコンチューブに取り、3,500 rpm、4℃、10 分間遠心分離し、

上澄みを捨てた。 

4. 50 mM Tris-HCl(pH7.5)を 200 mL 加えて、ピペッティングで良く攪拌した。 

5. 2 mL マイクロチューブに菌体を回収し、氷上で 10 分間静置した。 

6. Handysonic を用いて、強度 8 で、10 秒破砕、50 秒冷却のサイクルを 6 分間繰り

返した。 

7. 15,000 rpm、4℃、10 分間遠心分離し、上澄みを回収した。 

8. 操作 7.を繰り返し、粗酵素液とした。 

 

1.2.5.2 Brad-Ford 法を用いたタンパク質の定量 

1. 1 mg/mLのアルブミン牛血清製コーンフラクションを作製し 1.2 µL、2.5 µL、7 µL、

10 µL を分注し、50 mM Tris-HCL(pH 7.4)を用いて 800 µL にメスアップした。 

2. 1.2.1.5 で抽出した粗酵素液を 1 µL 取り、800 倍に希釈した。 

3. 200 µL Protein assay buffer(Bio-Rad 社)を 1)､2)で作製した液に加え、常温で、加
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えた直後から 30 分間、正確に反応させた。 

4. 反応液を吸光光度計にて、595 nm の吸収波長を測定した。 

 

1.2.5.3  BY-2 細胞からの粗酵素抽出 

1. 1.2.2.5 において回収した BY-2 細胞を 4 週間培養したものを試料とした。 

2. 乳鉢に液体窒素を入れ十分に冷えた後に、固形培地で培養した BY-2 を入れ、破砕

した。 

3. 破砕した粉末を十分に冷やしたマイクロチューブに取った。 

4. 氷上で、50 mM Tris-HCL(pH 7.4) 500 µL をマイクロチューブに加え、20 分間放

置した。 

5. 4℃, 15.000 rpm で 10 分間遠心分離し、上澄みを別のマイクロチューブに取った。 

6. 操作 5.をもう一度繰り返し、上澄 500 µL を回収し、粗酵素液とした。 

7. Brad-ford 法にて総タンパク量を推定した。 

 

1.2.5.4 pinZ 組換えシロイヌナズナからの粗酵素抽出 

1. 4 週齢個体の根と、8 週齢個体の茎をそれぞれの系統から回収し、液体窒素と乳鉢

を用いて破砕した。 

2. 破砕した粉末を十分に冷やしたマイクロチューブに回収した。 

3. 氷上で、50mM Tris-HCL(pH7.4) 500 µL をマイクロチューブに加え、20 分間放

置した。 

4. 4℃, 15.000 rpmで10 分間遠心分離し、上澄みを別のマイクロチューブに取った。 

5. 操作 5.をもう一度繰り返し、上清 500 µL を回収し、粗酵素液とした。 

 

1.2.5.5 SYK-6 株由来の PinZ の His-tag 精製 

1. 1.2.4.1 の手法を用いて大腸菌から粗酵素を回収した。 

2. 回収した粗酵素を His Spin Trap TALON (GE healthcare Life Sciences)キットを

用いて生成した。 

3. 50 mM Tris-HCl (pH7.5)を溶出液として酵素を回収した。 
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1.2.6 免疫染色による PinZ の検出 

1.2.5 の手法に従い、野生型系統および pinZ が導入された BL21(DE3)株、野生型系

統および mpinZ 組換えシロイヌナズナの 6 週齢の茎から粗酵素を回収し、2-メルカプ

トエタノールで粗酵素を変性させた。変性させた試料に染色液を加え、10%ポリアクリ

ルアミドゲルを作成し、ゲル 1 枚当たり 30 mA、250 V に設定し、SDS-PAGE を行っ

た。 

 ゲルを切り出し、ウェスタンブロティンにて PVDF 膜にタンパク質を転写した。そ

の後、PVDF 膜を 1%スキムミルクで 1 時間ブロッキングした。次いで 0.1 µg/mL のウ

サギ由来抗 PinZ 抗体を結合させ、次いで 50 ng/mLAnti-rabbit-HRP 抗体を結合させ

た。タンパク質の検出は Chemical ruminescence Kit(ATTO)を用いて化学発光させた。

これを蛍光検出器にて検出した。 

 

1.2.6.1 SDS-PAGE 

1. タンパク質変性溶液を作成し、粗酵素液を 1 mg/mL になる様に 2 mL マイクロチ

ューブに加えた。 

2. めだまクリップで蓋を強く締め、沸騰した湯内で 5 分間煮沸した。 

3. Dye を加えて、試料液とした。 

4. 10%ポリアクリルアミドゲルを作成し、各レーンに 1 mg のタンパク質が入る様に

調節しながら、アプライした。また、分析する試料と同様にアプライしたゲルをも

う 1 枚用意した。 

5. ゲル 1 枚当たり 30 mA、250 V で電気泳動した。Dye であるブロモフェノールブ

ルーがゲル下部に到達した際に停止させた。 

6. ゲルの内、1 枚は CBB 染色を行った。もう 1 枚は切り出し、以降の分析に使用し

た。 

 

1.2.6.2 ウェスタンブロッティング 

1. 1.2.6.1にて調製したゲルより上下 1 mmだけ大きく切ったPVDF膜を 1枚作成し、

水分を弾かなくなるまで 100% MeOH に浸した。 

2. PVDF膜より上下1 mmだけ大きく切った厚手の濾紙6枚作成し、western blotting 

buffer に浸した。 

3. 陰極側から、濾紙 3 枚、ゲル、PVDF 膜、濾紙 3 枚と重ねた。各層に空気が入らな

いように上から注意深く押し、周囲に漏れたバッファーを軽く拭き取った。 

4. 濾紙の大きさに対し、1 mA/cm2
の電流量に合わせ、タンパク質を PVDF 膜に転写

した。 

5. 1 時間程度、抵抗が 10Ωを超えた時点でブロッティングを終了し、タンパク質が転

写された PDVF 膜を回収した。その際、タンパク質が転写された面に触れないよ
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うに注意深く操作した。 

6. 10 mL の PBS 緩衝液に浸し、振盪機で振盪した。 

 

1.2.6.3 一次抗体と二次抗体の結合処理 

1. 1.2.6.2 に調製したメンブレンの PBS 緩衝液を捨て、1 %スキムミルクを 10 mL 加

えて 1 時間振盪した。 

2. スキムミルクを捨て、0.1 % Tween20 を加えた PBS 緩衝液 10 mL を加えて 10 分

間洗浄した。 

3. 上記を計 3 回行った。 

4. 洗浄液を捨て、0.1 mg/mL の抗 PinZ 一次抗体を含む PBS を 15 mL 加えて 1 時間

振盪した。 

5. 2.3 を繰り返した。 

6. 洗浄液を捨て、１万倍に希釈した抗ウサギ二次抗体を含む PBS を 15 mL 加えて

10 分間振盪した。 

7. 2.3 を繰り返した。 

 

1.2.6.4 蛍光反応液の調製 

1. 1.2.6.3 にて調製した PVDF 膜を、シャーレに移した。 

2. ケミカルルミネッセンスキット(ATTO)を 5 mL を極小ビーカーに調製し、PVDF

膜にまんべんなくかけた。 

3. 3 min 静置し、PVDF 膜をカードスリーブに空気を抜きながら挟み、蛍光検出器に

て観察した。 

 

  



34 
 

1.2.7 HPLC 分析による PinZ 活性の検出 

 

1.2.7.1 BY-2 から抽出した粗酵素を用いた反応液の調製と分析試料の作製 

1. 反応液を作成し、 28℃で 15 時間反応させた。 

2. 反応液をワッセルマン試験管に移し、酢酸エチル 1 mL を加えてボルテックスし、

4,000×g で 5 分間遠心し、酢酸エチル層をナスフラスコに回収した。 

3. 2.をもう一度行った。 

4. ロータリーエバポレーターにて 40℃にて乾固した。 

5. 水：メタノール＝1:1 500 µL でナスフラスコを洗うようにしてサンプルを回収した。 

6. 0.45 µl  Millex LH フィルターを通し、サンプル溶液とした。 

 

・反応液組成 

Pinoresinol                     100 µM 

β-NADPH              500 µM 

素酵素              100 µg   

50mM Tris-HCl (pH7.4)   500 µL 

 

1.2.7.2 HPLC-DAD 分析による反応液の解析 

以下の条件でサンプルを供した。 

 

実験条件 

・装置：LaChromElite(HITACHI 製) 

・カラム：SenshuPak,ODS-1251-SS(4.6×250 nm)(逆相カラム) 

・カラムオーブン：Room temparture 

・試料液のアプライ量：50 µL 

 ・移動相：水:メタノール＝1:1 (固定) 

 ・流量：1 mL/min 

・検出波長 190-400 nm 

 

1.2.7.3 mpinZ 組換えシロイヌナズナ粗酵素反応液の調製と分析試料の作成 

1. 1.2.7.1 を用いて、粗酵素反応液を調製した。反応終了後、40 mM のアセトシリン

ゴンを加え、内部標準とし、酢酸エチルにて有機層を回収した。 

2. 1.2.7.2 を用いて、試料を分析した。実験条件は以下の通りである。 

 

実験条件 

・装置：LaChromElite(HITACHI 製) 
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・カラム：SenshuPak,ODS-1251-SS(4.6×250 nm)(逆相カラム) 

・カラムオーブン：Room temparture 

・試料液のアプライ量：50 µL 

 ・移動相：水:メタノール＝6:4 (固定) 

 ・流量：1 mL/min 

・検出波長 200-400 nm 
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1.2.8 粗酵素反応液に含まれる分子種の LC-MS による同定 

1.2.5 の手法に従い、野生型系統および pinZ が導入された BY-2 細胞、野生型系統お

よび mpinZ 組換えシロイヌナズナの 6 週齢の茎の粗酵素を回収し、酵素反応液を調製

し、ナス型フラスコに回収してエバポレーターで酢酸エチルを揮発させた。 

この試料を長岡科学技術大学政井研究室に送付した。送付した試料を、1%ギ酸を含

む 25%アセトニトリルに溶解し、孔径 0.2 µm の PTFE フィルター（Millex-LG, 

Millipore）で濾過した。これを用いて、UPLC-ESI-MS 分析に供した。分析条件は以

下の通りである。 

 

1.2.8.1 UPLC-MS による粗酵素反応物に含まれる分子種の同定 

1. 1.2.5.3 を用いて粗酵素反応液を調製し、エバポレーターにて酢酸エチルを揮発さ

せた。 

2. パラフィルムでナスフラスコに蓋をし、長岡科学技術大学にて分析を行った。 

3. 試料は 1%ギ酸「を含む、水:アセトニトリル=75:25 400 µL に溶解し、UPLC-MS

分析に供した。 

4. ナスフラスコ内に400 µLの25%アセトニトリル溶液を加え、2分ほどvoltexして溶

解した。 

5. 0.2 µmのPTFEフィルター（Millex-LG, Millipore）で濾過した。 

6. (No. 4については遠心分離でパラフィルム片を沈殿させた後、上清を濾過した) 

 

 分析条件 

・装置：ACUQITY UPLC system with PDA and ACUQITY TQ Detector (Waters) 

・カラム：TSKgel ODS-140HTP column (Tosoh)(逆相カラム) 

・カラムオーブン：30℃ 

・移動相：水：アセトニトリル＝75:25 (v:v) 

・流量：0.3 mL/min 

・イオン検出：ポジティブイオンモード、ネガティブイオンモード 

・電圧量：3 kV 

・コーン電圧量：10~40 V 

・コーンガスフローレート：50 ml/h 

・ソース温度：130℃ 

・ガス化温度：350℃ 

・ガスフローレート：650 ml/h 
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1.2.9 四重極タンデム UPLC-MS/MS 分析によるリグナンの定量 

 1.2.3 の手法に従い、野生型系統と mpinZ 組換えシロイヌナズナの 2 週齢の個体の全

体の組織、4 週齢の根、6 週齢の茎と葉をそれぞれ回収し、液体窒素で試料を凍結した。

試料をマルチビーズショッカーにて破砕し 50%メタノールを 1ml 加えて 60℃で 20 分

間抽出した。15,000×g、常温で 10 分間遠心分離た。50%メタノールに溶解した 1 mM

のビスフェノール A を 40 µL 加えて上清を回収した。試料に再度メタノールを加えて同

様の操作を行い、上清を回収した。上清を凍結乾燥機に連結した濃縮遠心機にて常温で

濃縮した。これに 50 mM の酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.0)を 200 µl 加え、37℃で 2 時間

静置した。グルコシダーゼ処理により配糖体を加水分解した試料においては、50 mM の酢

酸ナトリウム緩衝液(pH5.0)に20 Uのβｰグルコシダーゼを加えて37℃で2時間静置した。

酵素反応の停止と酵素除去のため、静置した試料に対してアセトンを 400 µl 加えて良く攪

拌し、-80℃で 1 時間静置した。この試料に対し、15,000×g、常温で 10 分間遠心分離し、

上清を回収した。回収した上清から再度濃縮遠心機を用いて溶媒を完全に除去した。こ

れを大阪府立大学 中坪研究室に送付した。送付した試料を 50%メタノールに溶解し、

孔径 0.45 µm のシリンジフィルターにて濾過し、UPLC-ESI-MS/MS に供した。分析

条件は下記の通りである。 

 

1.2.9.1 四重極タンデム UPLC-MS/MS 分析分析によるリグナンの定量 

1. 1.2.2.7を用いて野生型系統とPinZ系統8の2週齢の全体個体、4週齢の個体の根、

8 週齢の個体の茎を系統毎にそれぞれ 2 mL スクリューキャップ型のマイクロチュ

ーブに回収し、液体窒素に入れて試料を凍結した。 

2. 2 mL スクリューキャップ型のマイクロチューブに試料破砕用のステンレスビーズ

を入れ、マルチビーズショッカーにて、2,000 rpm で 30 秒間破砕した。 

3. チューブをタッピングし、摩擦熱を取り除いた後、破砕を 4 回繰り返した。 

4. チューブを注意深く開け、1 mLの 50 %MeOHを加えて 60℃で 20 分間振盪した。 

5. 浸透した後、常温、15.000 rpm、5 分間遠心し、上清 800 µL を別の 2 mL マイク

ロチューブに回収した。 

6. 1 mM のビスフェノール A を 40 mL 含む、1 mL の 50 %MeOH を加えて 60℃で

20 分間振盪した。 

7. 浸透した後、常温、15.000 rpm、5 分間遠心分離し、上清 800 µL を別の 2 mL マ

イクロチューブに回収した。 

8. 上清を凍結乾燥機に連結した濃縮遠心機に取り付け、2,000 rpm で遠心分離し、溶

媒を揮発させ、試料を濃縮した。 

9. 濃縮した試料に対し、50 mM の酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.0)200 µL を加えて、

37℃で 2 時間静置した。この内、βｰグルコシダーゼ処理を行うものに対しては、

20 U のβｰグルコシダーゼを加えた。 
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10. 反応液に 800 µL のアセトンを加えて良く混合し、-80℃で 1 H 保存した。 

11. 常温、15,000 rpm、5 分間遠心分離し、上清 900 µL を別の 2 mL マイクロチュー

ブに回収して、βｰグルコシダーゼを除去した。 

12. 試料を上清を凍結乾燥機に連結した濃縮遠心機に取り付け、2,000 rpm で遠心しな

がら、溶媒を完全に揮発させ、試料を濃縮した。 

13. 試料を大阪市立大学に送り、50%MeOH を加えて溶解し、0.22 µm のシリンジフィ

ルターを通過させて四重極タンデム UPLC-MS/MS 分析に供した。 

 

分析条件 

・装置：UPLC-tandem quadrupole mass spectrometer systemACQUITY TQD 

(Waters, Milford, MA, USA) withoperating software MassLynx 4.1 (Waters).  

・カラム：The ACQUITYUPLC HSS C18 1.8 µm 2.1×100-mm column (Waters)  

・カラムオーブン：40℃ 

・試料液のアプライ量 10 µL)  

・流量 0.3 mL/min.  

・移動相： (A) 水/アセトニトリル/酢酸 (95:5:0.05, v:v:v) 

   (B) 水/アセトニトリル/酢酸 (5:95:0.05, v:v:v).  

・移動相グラジエント条件：0-3 分：A:B＝4:1、3-20 分：A:B=4:1～A:B=3:2、 

20-20.5 分：A:B=2:3～A:B=1:9、20.5 -21.5 分：A:B=1:9、21.5-23 分：A:B=1:9～

A:B=4:1 

・ガス種類：窒素ガス 

・ガス温度：150℃ 

・ガス化温度 350℃ 

・ガス流量 600 mL/h 

  



39 
 

1.2.10 野生型系統および mpinZ 組換えシロイヌナズナのメタボローム解析 

 1.2.3 の手法にて、野生型系統および mpinZ 組換えシロイヌナズナの 4 週齢の根およ

び 6 週齢の茎と葉をそれぞれ回収し、(凍結乾燥後、理化学研究所 環境資源科学セン

ター 統合メタボロミクス研究グループに送付した。送付した試料は各々終濃度

2.5mM のリドカイン(ポジティブイオンモード)と 10-カンファースルホン酸(ネガティ

ブイオンモード)を加えた 80%メタノールを加え、ジルコニアビーズを加えた超音波破

砕機で試料を破砕した。遠心後、上清を回収し、HLB  Elutionplate (Waters)で濾過

した。濾過した試料を UPLC-TOF-MS に供した。分析条件は以下の通りである。 

 

・分析条件 

・装置：LC-quadrupoletime-of-flight (QTOF)-MS (Waters Acquity UPLC system; 

MS).  

・カラム：Acquity bridged ethyl hybrid (BEH) C18,1.7 µm, 2.1 mm×100 mm 

(Waters) 

・カラム温度：40℃ 

・移動相：A 層=0.1%ギ酸溶液 

  B 層=0.1%ギ酸を含むアセトニトリル溶液 

・移動相グラジエント条件：0-1 分：A: B=99.5:0.5、1-10 分：A: B=99.5:0.5～A:B=1:4、 

10-10.1 分：A:B=1:4～0.5:99.5、10.1-12 分：A:B=0.5:99.5、12-12.1 分：A: B=0.5:99.5

～99.5:0.5、12.1-15 分： A: B=99.5:0.5 (v:v) 

・流量：0-10 分：0.3 mL/min、10-10.1 分：0.3 mL/min～0.4 mL/min、10.1 分-14.4

分：0.4mL/min、14.4-14.5 分：0.4mL/min～0.3mL/min 

・コーンガス流量：50L/h 

・コーン電流量：25V 

・ソース温度 120℃ 

・ガス化温度：450℃ 

・ガス化気体速度：800L/h 

・衝突エネルギー：6V 

・測定質量レンジ：m/Z=100-1500 

・スキャン速度：0.1s 
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1.2.11 PinZ の光学異性体に対する基質特異性の解析 

 1.2.7 の手法に従い、野生型系統と pinZ 組換え BL21(DE3)株、野生型系統と mpinZ

組換えシロイヌナズナからそれぞれ粗酵素を回収し、1.2.7 の手法に従い粗酵素反応液

を作成し、1 ml の酢酸エチルで 3 回抽出してナス型フラスコに回収し、エバポレータ

ーにて溶媒を完全に揮発させた。乾固させた試料をヘキサン：エタノール=3:2 (v:v)200 

µl に溶解し、孔径 0.45 µm のシリンジフィルターで濾過した。この試料を HPLC 分析

に供した。分析条件は下記の通りである。 

 

1.2.11.1 試料液の調製 

1. pET-DUET-Km+:pinZで形質転換したBL21(DE3)株、野生型シロイヌナズナ、pinZ

組換えシロイヌナズナからそれぞれ、の方法に従い、粗酵素を抽出した。 

2. 20 µg の粗酵素を用いて、5.5.1 の方法に従い、試料を反応させ、エバポレーターに

て溶媒を揮発させた。 

3. 試料をヘキサン:エタノール=3:2 200 µL に溶解した。 

4. 試料液を 20 µL シリンジに取り、手動にて順相 HPLC に供した。 

 

1.2.11.2 順相 HPLC の構成 

分析条件 

・装置：LC-2000 (日本分光) 

・カラム：キラルセル OD-H 4.6mm×250mm(ダイセル)  

・検出器:UV-2075(ダイオードアレイディテクター、日本分光) 

・流量：1.5 mL/min 

・カラム温度：Room temperature 

・移動相：ヘキサン：エタノール=1:1 (v:v)  
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1.3 結果および考察 

 

1.3.1 コドン使用頻度に基づいて pinZ のコドンを改変した mpinZ の構築と合

成 

 本研究では植物細胞中で、SYK-6 株が生産する PinZ と同様の機能を有する酵素を生

産させることが目的である。他の生物種から単離された酵素遺伝子を別の宿主に導入す

る際、導入する遺伝子の GC 比を宿主の比に合わせて改変すること、コドンの使用頻度

を宿主のものに合わせることは、異生物間で導入した酵素遺伝子を効率よく発現させる

ために有効な手法である[34]。シロイヌナズナで用いられるコドン使用頻度、GC 比を

元に、SYK-6 株由来の pinZ を再構成した。再構成する際に、DNA のメチル化の対象

となる GC および CNG モチーフを極力減らすように構築することで、サイレンシング

される可能性を減少させた。また、転写効率を上げる目的で、DNA の転写開始点の前

にアデニン 4 塩基を連結した。最後に、サブクローニングを容易にする目的で、5’-末端

に BamHⅠを、3’-末端に SacⅠの制限酵素サイトを連結した。以上の操作によって合

成する mpinZ を決定し、DNA 合成機によって合成した(Fig.1-4)。合成された mpinZ

は pIDTSMART に連結された状態で受領した。制限酵素を用いて mpinZ を切り出し、

植物発現用ベクターpBF2 に連結した(Fig.1-5)。pBF2 は RB 配列と LB 配列を有し、

アグロバクテリウムを介したバイナリーベクター法にて RB-LB 間の T-DNA 領域を植

物細胞に導入することが出来る。RB-LB 間には、カナマイシン耐性遺伝子 NPTⅡと、

mpinZ の上流に 35S プロモーター、下流に nos ターミネーターが位置している。NPT

Ⅱは形質転換された細胞をカナマイシンで選抜できるようにするために導入した。プロ

モーターに 35S プロモーターを用いたのは、遺伝子の強力な発現が必要だったためで

ある。 
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1.3.2 mpinZ 組換え BY-2 細胞の作出と PinZ 活性の検出 

 合成した mpinZ が植物細胞内で発現し、PinZ が生産されるかどうか解析するため、

mpinZ 組換え BY-2 細胞を作出した。BY-2 細胞を用いた理由は、操作が簡便なこと、

形質転換が容易であること、細胞質が多く、培養速度が速いため、早期に酵素活性を確

認するのに適しているためである。BY-2 細胞を用いて PinZ 活性を測定することで、

mpinZ が転写・翻訳されていることを確認することとした。BY-2 細胞とエレクトロポ

レーション法によってpBF2:mpinZを導入したアグロバクテリウムLBA4404株を共培

養し、T-DNA 領域をアグロバクテリウムに組込んだ。感染後、抗生物質 Km 及び Car

含む LS 平板培地に散布し、培養した。BY-2 に T-DNA 領域が導入された場合、抗生物

質カナマイシンに対して抵抗性を示し、カルスが大きく成長する。成長した BY-2 細胞

を新たな LS 平板培地にて培養し、カルスを培養した。上記の操作により、12 系統の

BY-2 細胞を得た（Fig. 1-5）。 

 作出した BY-2 細胞から粗酵素を抽出し、1.2.7 の手法を用いてピノレジノールと反

応させ、HPLC 分析を行った。分析の結果、12 系統の mpinZ 組換え BY-2 細胞の内、

最も高く活性が検出された系統は系統 3 であった。本実験では、mpinZ が植物細胞内

で発現し、PinZ が生産されるか解析することが目的のため、最も強く活性が検出され

た系統 3 を用いて検討した。 

 野生型系統と mpinZ 組換え系統の粗酵素反応液のクロマトグラムを示す(Fig. 1-6)。 

ピノレジノールの標品のみを HPLC 分析すると、クロマトグラム約 11 分の位置にピー

クが出現した(Fig.1-6G)。次に野性型系統の粗酵素反応液を HPLC 分析に供すると、 

野性型の粗酵素を用いた粗酵素反応液を HPLC に供すると、約 3 分と、約 11 分にピー

クが現れた。これらの吸収スペクトルを解析すると、それぞれ 3 分の位置のピークは

A209と A260に吸収極大を、約 11 分のピークにおいては A205、A230、A280に吸収極大を

有していた(Fig.1-6A,C,E)。約 11 分のピークはピノレジノールのピークであると推測

される。一方、mpinZ 組換え系統の粗酵素を用いた粗酵素反応液を HPLC に供すると、

約 11 分のピークが大きく減少し、約 7 分にピークが現れることが示された。また BY-2

細胞の系統間に大きく差が見られた(Fig.1-6B,D,F)。7 分に見られたピークの面積値が

最も大きかったのは系統 3 であった。そこで、系統 3 の試料において再度 HPLC を行

った結果、上記と同様の結果を得た。この約 7 分のピークの吸収スペクトルを解析する

と、A205、A230、A280に吸収極大を有していた。 

 ピノレジノールが PinZ によってラリシレジノールに変換されているとすると、フロ

フラン環の一方のエーテル結合が還元され、水酸基が生成していると考えられる。逆相

カラムを用いて解析すると、水酸基が導入されることにより、クロマトグラム上で溶出

時間が速くなると考えられる(Fig. 1-6A,B)。以上から、mpinZ 組換え系統の BY-2 細胞

の粗酵素反応液においては、ピノレジノールが大きく減少し、野生型系統には見られな

い分子種を含むピークが生成している可能性が示された。 
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1.3.3 mpinZ 組換え BY-2 細胞の LC-MS 分析による分子種の同定 

mpinZ 組換え BY-2 細胞から抽出した粗酵素を用いた反応液を分析すると、野生型系

統のそれから得られた粗酵素反応液には見られなかった分子種を含むピークが生成し

ている可能性が示された。そこで、この分子種を特定するために、野生型系統の粗酵素

反応液と mpinZ 系統 3 の粗酵素反応液を作成し、UPLC-ESI-MS 分析を行った。その

結果を示す(Fig. 1-7)。 

野生型系統の粗酵素反応液を分析したクロマトグラムでは、約 0.71 分と、約 3 分に

ピークが現れた(Fig.1-7A)。一方、mpinZ 組換え系統の粗酵素反応液を分析したクロマ

トグラムでは、約 0.7 分と約 1.8 分にピークが現れた(Fig.1-7B)。mpinZ 組換え系統に

おいて約 1.8 分に溶出されたピークの化合物を特定するため、質量分析を行い、マスス

ペクトルを得た。mpinZ 組換え系統で得られた約 1.8 分の位置のピークのマススペクト

ルを見ると、分子量は 359.1 であった(Fig. 1-7C)。この分子量はラリシレジノールの分

子量と一致していた。 

以上から、UPLC-MS 分析によって、mpinZ を導入された BY-2 細胞の粗酵素反応液

では、ピノレジノールが大きく減少していること、野生型系統では見られなかったピー

クはラリシレジノールである可能性が高いことが示唆された。よって、BY-2 細胞内で

mpinZ が発現し PinZ が生産されている可能性が示唆された。 
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1.3.4 mpinZ をホモ接合で有する組換えシロイヌナズナの作出 

1.3.3 の結果により、mpinZ が植物細胞内で発現し、PinZ が生産されていることが

示された。そのため、次の段階として、モデル植物であるシロイヌナズナを用いて、研

究を進めることとした。シロイヌナズナを用いる理由として、シロイヌナズナでは、ピ

ノレジノールレダクターゼの酵素遺伝子が単離されていること、本研究の目的である、

リグナンの蓄積量や組成の解析を行う上で、リグナンの定量がなされていること、操作

が簡便なこと、全ゲノムが解読されており、TAIR、ATTED-Ⅱ、e-FP Browser など、

遺伝情報を解析する上で豊富に情報が蓄積されていること、二次代謝産物などの解析が

行われていることである[10, 34]。 

1.2.2 の手法を用いてシロイヌナズナに pinZ を導入した。Inplanta より mpinZ が導

入された種子(T1)を回収し、カナマイシンを含む 0.8%寒天 MS 固型培地に播種して、

抗生物質カナマイシンによる pinZ 組換え体の選抜を行った。生存した個体を培養し、

種子を回収した(T2)。回収した種子を再び播種・培養し、再度種子を回収した(T3)。T3

世代の種子を用いて後代検定法を行い、T2世代における mpinZ 遺伝子をホモ接合で有

する組換えシロイヌナズナの系統を選抜した。これにより、mpinZ をホモ接合で有す

る組換えシロイヌナズナを 8 系統得た。その後、再度後代検定法を行ったところ、mpinZ

系統 2 の T3世代において、野生型と比較すると生存するものの、生育阻害を起こして

枯死する個体が見られたため、除外し、mpinZ 系統 1,3,4,5,6,7,8 の 7 系統を回収し、

以降の実験に用いることとした。 
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1.3.5 mpinZ 組換えシロイヌナズナの半定量的 RT-PCR 

 作出した mpinZ 組換えシロイヌナズナの植物細胞内で mpinZ が発現しているか、系

統間で差があるか調査した。調査には半定量的 RT-PCR を用いた。半定量的 RT-PCR

で各系統から全 RNA に含まれる目的の遺伝子の mRNA の発現量を比較した。調査に

は、各系統の根と茎を用いて行った。その理由は、リグナンの蓄積する部位や蓄積量お

よび組成が植物種によって異なるためである。また、シロイヌナズナのAtprr1とAtprr2

について、AtMetExpress でその発現部位と発現量を解析すると、Atprr1 は茎で、

Atprr2 は根でそれぞれ強く発現していることが示されている。そこで、本研究におい

ても、根と茎を分けて回収し、ぞれぞれ由来の RNA に対して半定量的 RT-PCR 解析を

行うこととした。 

野生型系統と mpinZ 組換え系統 7 系統のシロイヌナズナの種子を MS 寒天培地に播

種し、培養した。2 週齢の各系統の個体を 7 個体ずつ新たな MS 寒天培地に移し、培養

した。また、土を入れたプラントポットに 4 週齢の個体を移し、更に 2 週間培養した。

4 週齢の根と 6 週齢の茎を系統毎に他の器官などを含まないようにそれぞれ回収し、液

体窒素で破砕した。破砕した試料から Trizol 試薬を用いて、全 RNA を回収した。塩化

リチウム法を用いて回収した全 RNA を精製した。分光光度計を用いて RNA の純度を

測定し、A260/A280が 2.0~2.5 を示すまで精製した。精製した全 RNA 溶液の濃度を調節

し、各系統 1µg ずつ用いて一本鎖 cDNA を合成した。合成した cDNA を用いて半定量

的 PCR を行った。また、シロイヌナズナ内在性のピノレジノールレダクターゼである

Atprr1、Atprr2 の発現量を調べるため、それぞれのプライマー、RNA が正確に抽出さ

れているか、抽出された量に大きな差が無いか調べるため、細胞内で恒常的に発現して

いる Actin2 遺伝子の発現量を解析した。。 

 PCR の増幅サイクルを 35cycles で行った結果、回収した根と茎の cDNA のそれぞれ

において、野生型系統では Atprr1,Atprr2,Actin2 の増幅産物が明確に確認された(Data 

not shown)。一方、mpinZ 組換え系統では、mpinZ, Atprr1,Atprr2,Actin2 の全ての遺

伝子の増幅産物が明確に確認された。次に、系統間での発現量の差を調べるために、

PCR の増幅サイクルを 35 cycles から mpinZ と Actin2 では 22cycles に、Atprr1 と

Atprr2 では 30cycles に減らして PCR を行った(Fig.1-9,10)。その結果、Atact2 は、根

と茎において、全ての系統で増幅が見られ、その増幅産物の量に差が見られなかった。

mpinZ プライマーを用いた試料では、野生型系統では mpinZ の増幅産物は見られず、

mpinZ 組換え系統では各系統間の増幅産物の差が見られた。最も mpinZ の発現量が高

かったのは mpinZ 系統 8 であり、次いで mpinZ 系統 3,6,1,4 の順であり発現量の差が

見られた。mpinZ 系統 5,7 においては、増幅産物を確認することが出来なかった。次に

Atprr1 と Atprr2 の発現量を比較すると、Atprr1 では根と茎において、野生型と pinZ

組換え系統間で明確な差が見られなかった。しかしながら、根と茎の発現量を比較する

と、Atprr1 においては、茎の方が根の方より多く増幅産物が見られた。一方 Atprr2 に
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おいては、根の方が茎の方よりも多くの増幅産物が見られた。これらの結果は、

AtMetExpress でのシロイヌナズナの根と茎の Atprr1,Atprr2 と概ね一致している。 

  以上から、mpinZ 組換え系統では、mpinZ が転写されていることが示唆された。

また、シロイヌナズナの内在性のピノレジノールレダクターゼの遺伝子、AtPrR1 と

AtPrR2 の発現量に野生型と比較しても変化は見られなった。また、内在性のピノレジ

ノールレダクターゼ遺伝子は、根と茎において、発現量に大きな差が見られることが示

唆された。 
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1.3.6 免疫染色による mpinZ 組換えシロイヌナズナからの PinZ の検出 

 1.3.5 の結果より、mpinZ がシロイヌナズナで転写されていることが示唆された。次

に、mpinZ から PinZ が生産されているか解析するため、1.2.5 および 1.2.6 の手法を用

いて免疫染色による PinZ の検出を行った(Fig.1-11)。ポジティブコントロールとして、

SYK-6 株由来の pinZ を導入された BL21(DE3)株を用いた。また、野生型系統および

最も遺伝子が強く発現していた mpinZ 組換えシロイヌナズナの系統 8 から粗酵素を回

収し、実験を行った。粗酵素液にタンパク質処理液を加えて煮沸し、変性させた。変成

させた試料に Dye を加えて、10%ポリアクリルアミドゲルにアプライした。電気泳動

でタンパク質を分離した後、ウェスタンブロッティングを行い、タンパク質を PVDF

膜に転写した。PVDF 膜に転写されたタンパク質に対し、ウサギ由来 PinZ 一次抗体を

結合させ、次いで西洋ワサビ結合抗ウサギ二次抗体を結合させた。これに対し、ケミカ

ルルミネッセンスキット(ATTO)を用いて抗体が結合した PinZ をルミノール反応にて

検出した。その結果、野生型系統の粗酵素からは PinZ は検出されなかった。mpinZ 組

換えシロイヌナズナから得られた粗酵素からは、系統 8,3,6 から PinZ が検出された。

PinZ のシグナルが最も強く検出されたのは系統 8 であった。pinZ 系統 1,4,5,7 からは

PinZ のシグナルは検出されなかった。 

 以上から、pinZ は植物細胞内で発現し、PinZ を生産していることが示された。 
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1.3.7 mpinZ 組換えシロイヌナズナの見た目の表現型の解析 

1.3.5、1.3.6 の結果より、mpinZ 組換えシロイヌナズナでは PinZ が生産されている

ことが示唆されたため、最も遺伝子の発現量とタンパク質の生産量の多かった、mpinZ

組換えシロイヌナズナの系統 8 の 4 週齢の個体と 8 週齢の地上部の観察および茎の切

片の観察を行った。これまで、シロイヌナズナの Atprr1 の欠損体は、道管の細胞壁が

薄くなることが報告されている[35, 36]。Zhao らの報告では、細胞内の炭水化物の減少

と、木部繊維組織のリグニンの蓄積量の減少が報告されている。しかしながら、ピノレ

ジノールレダクターゼの強発現や、他の植物のピノレジノールレダクターゼを導入した

場合の表現型の変化についての報告はなされていない。そこで、ピノレジノールを強力

に変換する PinZ を生産させた際に、顕著な変化が見られるか、解析した。結果を示す

(Fig. 1-12)。 

4 週齢の根および 6 週齢の茎において野生型系統と mpinZ 系統で顕著な差は見られ

なかった(Fig.1-12A~C)。また、6 週齢の茎を凍結ミクロトームにて切断し、横断切片

をトルイジンブルー・O にて染色したが、維管束、道管、柔組織、木部組織において、

顕著な差は見られなかった(Fig.1-12D, E)。特に、過去の報告において言及されている、

木部組織の細胞壁の厚さなどを比較しても、顕著な差は見られなかった。皮質において、

野生型系統と比較して、mpinZ 組換え系統ではややいろあいに 

ら、少なくとも、見た目の表現型や光学顕微鏡での観察下においては pinZ の発現量

の増加により見た目の表現型に顕著な変化を与えないと考えられる。 

しかしながら、今回の実験においては、これまでの報告において行われた、炭水化物

やリグニンの蓄積量については言及していない。また、解析ソフト ATTED-Ⅱによると、

Atprr1 は細胞壁の生合成にかかわるセルロースシンターゼ A やモノリグノール生合成

経路に位置する PAL4 や 4CL1、4CL2、4CL5 などの酵素の遺伝子発現にかかわる転写

因子 MYB43 や、ラッカーゼ 11 や木部細胞の細胞死に係るシステインペプチダーゼの

遺伝子が強発現していることが推測されている。これらについてはトランスクリプトー

ム解析において言及する。 
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1.3.8 mpinZ 組換えシロイヌナズナの PinZ 活性の定量 

 1.3.4 の実験結果において、mpinZ をホモ接合で有する組換えシロイヌナズナを 7 系

統回収した。これらの系統から粗酵素を抽出し、それぞれの系統が単位時間当たりどれ

だけの比活性を有しているか調査した。コントロールには野生型系統のシロイヌナズナ

を用いた。抗生物質を含まない MS 寒天培地に野生型系統と mpinZ 組換えシロイヌナ

ズナの系統 8 の種子をそれぞれ播種し、4 週齢の根と 6 週齢の茎をそれぞれ回収し、粗

酵素を抽出した。野生型系統と mpinZ 組換え系統から得られた粗酵素 10µg とピノレ

ジノール、β-NADPH を 10 分間、30℃で反応させた。粗酵素反応液を用いて HPLC

分析を行った結果、以下の通りとなった(Fig.1-13)各系統 3 回実験を行い、平均を算出

した。。 

野生型系統では、根、茎共に検出出来るほどのラリシレジノールを検出出来なかった。 

一方、mpinZ組換えシロイヌナズナにおいては、mpinZ組換え系統 8,3,6,1,4において、

ラリシレジノールの生成を確認することが出来た。mpinZ 組換え系統 5,7 においては、

クロマトグラム上でピークとして確認できるほどのラリシレジノールは見られなかっ

た。最も比活性の高かった mpinZ 組換え系統 8 においては、根では 613nmol/mg/min、

茎では 413nmol/mg/min の比活性が得られた。他系統の比活性においては、以下の通

りであった(Table1-2)。 

 大腸菌に Atprr1 および Atprr2 を導入し、His-tag 精製して測定した結果では、

AtPrR1 の比活性は、35.5nmol/mg/min、AtPrR2 の比活性は 5.9nmol/mg/min と報告

されている[10]。タンパク質の粗精製方法も純度も異なる上、形質転換して PrP 活性を

強化した訳ではないので単純比較できないが、他の野生型植物のものと比較すると、レ

ンギョウ(Forsithia intermedia)から回収した上清を 40-60%硫酸アンモニウムで処理

し、タンパク質を沈殿させて比活性を測定すると、255nmol/mg/min であった[37]。リ

グナンの生合成経路に関わる酵素遺伝子を単離し、強発現させることが多く、その結果

を RT-PCR で解析およびリグナンの蓄積量の解析により示す研究例が多い。他の野生

型植物の粗精製の PrR の比活性と比較することに意義があるかは不明であるが、少な

くとも、PinZ が植物細胞内で生産され、強力な活性を有していることが示唆された。 
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1.3.9 シロイヌナズナ粗酵素反応液に含まれる LC-MS による分子種の同定 

 mpinZ 組換えシロイヌナズナの粗酵素反応液を解析した結果、PinZ 活性を得ること

ができた。この PinZ 活性により in vitro でラリシレジノールが生成されることを 1.3.8

で確認したが、更に、セコイソラリシレジノールも生成されるかどうか検討するため、

UPLC-MS にて解析した。また、PinZ 活性によって、反応時間と粗酵素の投入量を変

えることでラリシレジノールの更に下流に位置するセコイソラリシレジノール量が変

化するかどうか、検討した。 

初めにラセミ体のピノレジノール、ラリシレジノール、セコイソラリシレジノールの

標品を解析した結果、それぞれ 3.1 分、1.9 分、1.7 分にピークが見られた(Fig. 1-14A-C)。 

次に、野生型系統の粗酵素反応液と、mpinZ 組換え系統の粗酵素反応液の UPLC-MS 

分析を行った。野生型系統においては、ピノレジノールに由来するピークのみを検出し

た(Fig.1-15A,B)。一方、mpinZ 組換え系統においては、ピノレジノールに由来するピ

ークは消失し、ラリシレジノールに由来すると考えられるピークを検出した(Fig.1-15 

C,D)。このピークについて、ラリシレジノールの分子量である m/z 359 を注目して分

析した結果、同様の溶出時間にピークが得られた(Fig.1-15E,F)。 

 次に、上記と同様の容量で粗酵素を 50µg 使用し、24 時間反応させた試料を用いて、

ラリシレジノールの下流に位置するセコイソラリシレジノールの検出を試みた。反応液

を分析した結果、野生型系統においては、根から得られた粗酵素を分析した結果、ピノ

レジノールとラリシレジノールのピークを検出した(Fig.1-16A~D)。一方で、野生型系

統の茎においては、ピノレジノールのピークのみが見られた(Fig.1-16E~H)。次に、

mpinZ 組換え系統の粗酵素反応液を解析した結果、根と茎から得られた酵素を両者に

おいてラリシレジノールのピークのみが検出された(Fig.1-17A~H)。ラセミ体のセコイ

ソラリシレジノールのリテンションタイムに、ピークは見られなかった。 

 以上から、野生型系統の粗酵素においても、粗酵素を長時間反応させると、ラリシレ

ジノールが生成すること、mpinZ 組換えシロイヌナズナの粗酵素において、ラリシレ

ジノールは生成されるが、下流のセコイソラリシレジノールは検出出来るほど生成され

ないことが示された。野生型系統の根と茎に差が見られたのは、Atprr1 と Atprr2 の発

現量を AtMet wxpress にて比較すると根のほうが茎より Atprr1 と Atprr2 の発現量が

高いことが原因ではないかと考えられる。 
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1.3.10 PinZ の光学異性体に対する基質特異性の解析 

 mpinZ 組換えシロイヌナズナの粗酵素反応液の分析結果から、ラセミ体のピノレジ

ノールはラリシレジノールへと変換されることが示された。ピノレジノールは不斉炭素

原子を 2 つ有し、光学活性を有する。リグナンは植物細胞内で(+)体と(ｰ)体の比率が異

なって蓄積している。これはモノマーが 8-8’炭素間で重合する際に、ディリジェントプ

ロテインと呼ばれる、エナンチオ選択的に重合させる酵素が存在していることに起因す

る[38]。mpinZ 組換え BY-2 細胞や mpinZ 組換えシロイヌナズナの PinZ 活性の分析お

いては、ラセミ体のピノレジノールを用いて分析を進めてきた。上記の結果によると、

PinZ はラセミ体のピノレジノールをラリシレジノールへとそれぞれ変換していること

が示されている。本実験では PinZ は光学活性のある分子に対して、エナンチオ選択性

を有しているのかどうか調査した。 

 大腸菌で生産した His-tag 精製 PinZ、シロイヌナズナの野生型系統と mpinZ 組換え

系統 8 から回収した粗酵素を、ピノレジノール、β-NADPH と反応させた。酵素反応

液から酢酸エチルを用いて反応生成物を回収した後、キラルカラムを用いて順相 HPLC

分析を行った。 

標品のピノレジノールのクロマトグラムでは、約 7 分と約 16 分にそれぞれピークが

見られた。過去の文献より、約 7 分のピークは-体のピノレジノール、約 16 分のピーク

は+体のピノレジノールに一致する[26](Fig.1-18B)。次に、ラリシレジノールを HPLC

で分析したところ、約 4 分にピークが見られた(Fig.1-18A)。以上より、本実験で使用

したキラルカラムを用いた場合、ラセミ体のピノレジノールを分離することができたが、

ラリシレジノールを分離させることは出来なかった。 

次に野性型の粗酵素反応液を分析した結果、+体と-体のピノレジノールを検出した

(Fig.1-18D)。一方、His-tag 精製 PinZ の反応液を分析した結果、ラリシレジノールを

検出した(Fig.1-18C)。また、mpinZ 組換えシロイヌナズナの系統 8 の粗酵素反応物を

分析した結果、His-tag 精製 PinZ と同様の結果を得た(Fig.1-18G)。以上から、mpinZ

組換えシロイヌナズナの粗酵素では、その比活性と高さについては言及できないが、

SYK-6株由来のPinZと同様の機能を有している酵素が生産されていることが示された。 

 更に、mpinZ 組換えシロイヌナズナの粗酵素を用いて、時間経過によるラセミ体の

ピノレジノールの減少を調査した。1 分、3 分、5 分と酵素を反応させた結果、+体と－

体のピノレジノールは両者とも同様に減少していき、ラリシレジノールが生成すること

が分かった(Fig.1-18E~G)。 

 以上から、PinZ は+体と-体のピノレジノールの双方をラリシレジノールへと効率よ

く変換することが示唆された。これまで報告された、植物から精製されたピノレジノー

ルレダクターゼはエナンチオ選択性を持つ[10][24-27]。植物が光学異性体のリグナンを

選択的に合成している理由は不明であるが、光学異性体の基質としてそれぞれの基質特

異性のの異なる酵素が存在するため、外敵ストレスに対して、より抵抗性の高いリグナ
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ンを選択的に合成している可能性がある[8]。一方、PinZ の場合は、リグナンを資化す

る目的で変換しているため、エナンチオ選択性がない方が有利であるためではないかと

推察する。 
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1.3.11 mpinZ 組換えシロイヌナズナに含まれるリグナンの定量 

 作出した mpinZ 組換えシロイヌナズナでは、mpinZ が発現し、PinZ が生産され、

その粗酵素によりピノレジノールをラリシレジノールへと in vitroで変換されることが

示された。そこで、代謝系において PinZ の触媒する基質の周辺、下流・上流の分子種

および配糖体のリグナンを定量し、植物内における蓄積量や組成の変化を調査した。シ

ロイヌナズナに蓄積するリグナンは岡澤らによって解析されている[34]。シロイヌナズ

ナにおいては、ピノレジノール、ラリシレジノール、セコイソラリシレジノール、アル

クチゲニン、エピピノレジノールなどのリグナンが検出されている。また、リグナンは

配糖体化酵素によって配糖体として蓄積している分子種が存在する[29]。 

 野性型系統と mpinZ 組換えシロイヌナズナ系統 8 の 2 週齢の個体全体と、4 週齢の

根、8 週齢の茎をそれぞれ回収し、マルチビーズショッカーにて試料を破砕した。破砕

された試料からリグナンを抽出し、凍結乾燥機に連結した濃縮遠心機にて試料を濃縮し

た。 

配糖体のリグナンのグルコシド結合を切断するため、グルコシダーゼ処理を行う試料

においては、β-グルコシダーゼを 20U 加えて、37℃にて 2 時間反応させた。反応液

からリグナンを再度抽出し、四重極タンデム型 UPLC-MS/MS に供した。 

 その結果を以下に示す(Table1-3.)。解析の結果、野生型においては、ピノレジノール、

ラリシレジノール、ピノレジノールモノグルコシドを検出した。セコイソラリシレジノ

ールは検出されなかった。一方、mpinZ 組換え系統においては、ピノレジノール、ピ

ノレジノールモノグルコシド、ラリシレジノール、セコイソラリシレジノールを検出し

た。量は野生型と比較して、ピノレジノール、ピノレジノールモノグルコシドの蓄積量

は大きく減少し、微量のラリシレジノールの増加とセコイソラリシレジノールが検出出

来るほど蓄積していることが分かった。以上から、mpinZ の導入により、ピノレジノ

ールとピノレジノールモノグルコシドの蓄積量が減少し、セコイソラリシレジノールの

蓄積量が増加していることが示唆された。 

 過去に報告されているリグナンの蓄積量や組成の改変においても、同様にリグナンの

蓄積量が変化していた[29~31]。このことから、SYK-6 株由来の PinZ を用いた場合で

も、リグナンの組成を改変することができることが示唆された。しかしながら、本研究

においては、全体で見た時の蓄積量は大きく変化しなかった。リグナンは植物種や組織

によって蓄積量が異なる。蓄積量が異なるということは、その植物種や組織に応じて蓄

積できる量が異なる、場所に応じて、蓄積するリグナンの種類が異なると推測される。 
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1.3.12mpinZ 組換えシロイヌナズナのトランスクリプトーム解析 

 上記の実験によって、植物細胞中で PinZ が生産され、活性を有していることが示唆

された。そこで、PinZ の活性により、関連する他の遺伝子の発現量に変化が表れてい

るか、mpinZ 組換えシロイヌナズナから全 RNA を抽出し、cDNA を合成し、DNA シ

ーケンサーにてトランスクリプトーム解析を行った。その結果を表に示す。 

 まず、リグナン生合成やフラボノイドなど既存の二次代謝産物の酵素遺伝子について

発現量の変化を解析した(Table 1-4。シロイヌナズナの内在性のピノレジノールレダク

ターゼや、リグナン生合成経路と同様にモノリグノール生合成経路の中間生成物を出発

物質とするフラボノイドやアントシアニンに関与する酵素遺伝子の発現量を解析した。

野生型系統と pinZ 組換え系統を比較した結果、根においては、発現量に顕著な差は見

られなかった。一方、茎においては、フラボノイドやイソフラボノイドの生合成経路の

最 も 上 流 に 位 置 す る カ ル コ ン シ ン タ ー ゼ (At5g13930) や フ ラ ボ ノ イ ド

(At5g42800,At4g37660)、アントシアニン(At4g22870)などを変換する酵素遺伝子の発

現量が顕著に減少していることが分かった。 

 次に、モノリグノール生合成経路に関与する酵素の遺伝子の発現量について調査した。

その結果、野生型系統と pinZ 組換え系統において、根と茎で顕著な差は見られなかっ

た。 

 更に、mpinZ 組換え系統の根と茎において、遺伝子の発現量が顕著に増加、または

減少している遺伝子をピックアップし、上位 20 遺伝子についてその機能を調査した

(Table 1-5~Table 1-8。これらの増加、減少量は、発現量の増減と、発現量の相対的な

増減量を基準としてデータを揃えた。 

mpinZ 組換えシロイヌナズナの根において、野生型系統のものと比較して発現量が

増加しているものは、その殆どの遺伝子の機能が分かっていないものであった。しかし

ながら、エチレンや微生物に対して応答する遺伝子やタンパク質のレセプタータンパク

質など、外からのストレス応答に関与する酵素の遺伝子も発現量が増加しているものの

中にあった。 

 次に、根において発現量が減少した遺伝子を見ると、グルコシダーゼとして機能する

酵素遺伝子がいくつかピックアップされた。 

 茎において減少している遺伝子を見るとフラボノイド生合成関連などの外敵ストレ

スに応答する遺伝子が見られていた。 
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1.3.13 リグナン生合成経路に関わる他の分子種の組成変化の探索 

 上記の結果より、mpinZ を導入した組換えシロイヌナズナにおいて、PinZ が触媒す

る基質及び代謝系の上流及び下流の分子種の蓄積量や組成が変化していることが示さ

れた。そこで、リグナン生合成経路に関わる周辺の他の分子種の蓄積量及び組成に関し

て、アンターゲッティングメタボローム解析を行った。 

 野性型系統及び mpinZ 組換えシロイヌナズナ系統 8 の 6 週齢の茎を回収し、凍結乾

燥後、理化学研究所に送付し、解析していただいた。 

 その結果を以下に示す(Fig. 1-19~Fig.1-22)。代謝産物全体の分布および変化量を比較

すると、ポジティブモードおよびネガティブモードにおいて、野生型系統と PinZ 組換

え系統間で明確な差が見られた(Fig. 1-19,21)。また、顕著な差が見られた分子種を比較

すると、mpinZ 組換えシロイヌナズナ系統ではシナポイルマレート、シナピン酸、マ

ロン酸、フマル酸などが増加していた。また、グルコブラシシンをはじめとするグルコ

シノレートが減少していた。 



 

1.5 図表 

  

 

Figure 1-1 Plant extractable
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Figure 1-2 Radical coupling of Coniferyl alcohols with 
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2 Radical coupling of Coniferyl alcohols with peroxidase
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Figure 1-3 Basic skeletons of lignans. 
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1 0         2 0         3 0         4 0         5 0         6 0 

GGATCCAAAAATGACAAGTCAAGGTCGTATAGTTATCACAGGAGCTTCGGGACAATATGG 

M   T   S   Q   G   R   I   V   I   T   G   A   S   G   Q   Y   G 

7 0         8 0         9 0        1 0 0        1 1 0        1 2 0 

AAGGCTTGCTACAGACTTGCTGATCGCACAAGGGCTGGCAGATAGGCTTATCCTTATCAC 

R   L   A   T   D   L   L   I   A   Q   G   L   A   D   R   L   I   L   I   T 

1 3 0        1 4 0        1 5 0        1 6 0        1 7 0        1 8 0 

TAGATCTCCAGCTCGCCTCGCTGATAGAGTTGCGCAGGGTTGTACAGTAAGATATGGAGA 

R   S   P   A   R   L   A   D   R   V   A   Q   G   C   T   V   R   Y   G   D 

1 9 0        2 0 0        2 1 0        2 2 0        2 3 0        2 4 0 

CTATGACAAGCCAGAGACGTTGGCTGATGCCGTCAGGGATGCTGAGAAGATGTTGCTAAT 

Y   D   K   P   E   T   L   A   D   A   V   R   D   A   E   K   M   L   L   I  

2 5 0        2 6 0        2 7 0        2 8 0        2 9 0        3 0 0 

TTCAGGAACTCGTGTTGGCGCAAGAGTTGTCCAGCACAAAGCCGCAATAAACGCTGCAGC 

S   G   T   R   V   G   A   R   V   V   Q   H   K   A   A   I   N   A   A   A 

3 1 0        3 2 0        3 3 0        3 4 0        3 5 0        3 6 0 

TGCAGCCGGCGTCAGACACATCCTTTACACCAGCTTTATAGGCATTGACGATCCAGCAAA 

A   A   G   V   R   H   I   L   Y   T   S   F   I   G   I   D   D   P   A   N 

3 7 0        3 8 0        3 9 0        4 0 0        4 1 0        4 2 0 

TCCCGCAGAAGTACGGCACGATCATATTGAGACAGAACGGCTAATGCGTGCCTCAGGAAT 

P   A   E   V   R   H   D   H   I   E   T   E   R   L   M   R   A   S   G   M 

4 3 0        4 4 0        4 5 0        4 6 0        4 7 0        4 8 0 

GGCATGGACAGCGCTGAGGGATGCTCATTATGCAGATGCTATGTTGCTCATGGCAGGTCC 

A   W   T   A   L   R   D   A   H   Y   A   D   A   M   L   L   M   A   G   P  

4 9 0        5 0 0        5 1 0        5 2 0        5 3 0        5 4 0 

AGGGATGATGGCCACCGGCCAATGGGTGTCTAATGCCGGTGACGGGAGAGAAGCTATGGT 

G   M   M   A   T   G   Q   W   V   S   N   A   G   D   G   R   E   A   M  V 

5 5 0        5 6 0        5 7 0        5 8 0        5 9 0        6 0 0 

TTGGCGAGATGATTGTGTGGCTTGTGCGGTTGCCGTGCTCACCACACCTGGTCATGAGAA 

W   R   D   D   C   V   A   C   A   V   A   V   L   T   T   P   G   H   E   N 

6 1 0        6 2 0        6 3 0        6 4 0        6 5 0        6 6 0 

CAAGGTTTACAATATTACTGGGCCTGCTCTTCAGACTTTCGATGAAGTCGCTGCGTTGGT 

K   V   Y   N   I   T   G   P   A   L   Q   T   F   D   E   V   A   A   L   V 

6 7 0        6 8 0        6 9 0        7 0 0        7 1 0        7 2 0 

GAGAGAGATAACCGGAAGACCGCTTGAACATGTAAAGGTGGGTGATGAAGGACAATATGC 

R   E   I   T   G   R   P   L   E   H   V   K   V   G   D   E   G   Q   Y   A 
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7 3 0        7 4 0        7 5 0        7 6 0        7 7 0        7 8 0 

TCTCTTTGATGCTATGGGAATTCCTCGTCGTCCTGTAGACGATCAGTACGTTAGGGGAAT 

L   F   D   A   M   G   I   P   R   R   P   V   D   D   Q   Y   V   R   G   I  

7 9 0        8 0 0        8 1 0        8 2 0        8 3 0        8 4 0 

TCCTTGGAACTCTGATGACATGGTGACGTTTGGTAGAGCTATTCGAGAAGGTTTCTTAGA 

P   W   N   S   D   D   M   V   T   F   G   R   A   I   R   E   G   F   L   E 

8 5 0        8 6 0        8 7 0        8 8 0        8 9 0        9 0 0 

GATCTGCACGGATGATGTTGAGAAACTTACTGGTCGCAAAGCGAGATCCGTTCGACAGAT 

I   C   T   D   D   V   E   K   L   T   G   R   K   A   R   S   V   R   Q   M 

9 1 0        9 2 0        9 3 0        9 4 0        9 5 0        9 6 0 

GATTGAAGAGAACAGGGCGATGTTACAAGCTGCAGCTGACAATGCGGCTCAACCGGCATG 

I   E   E   N   R   A   M   L   Q   A   A   A   D   N   A   A   Q   P   A 

970 

AGCTC 

 

Figure 1-4 Nucleotide sequence of mpinZ (965bp)and deduced amino acid sequence 

of PinZ(316 amino acid residues) 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

Figure 1-5Vinary vector for plant transformation
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Vinary vector for plant transformation, pBF2:mpinZ

 

 

 

 

 

 

 

mpinZ 
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Figure 1-6 mpinZ transformed BY-2 calli 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-7 Chromatgram of reaction mixture 

(A)Chromatgram of reac

(B)Chromatgram of reac

(C)Absorption spectrum of 

(D)Absorption spectrum of 
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250250250250

500500500500
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Absorption spectrum of the peak at 2.90min in panel  
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(E)Absorption spectrum of the peak at 11.17min in panel  (A) 

(F)Absorption spectrum of the peak at 7.06min in panel  (B). 

(G)Chlomatgram of racemic pinoresinol  

 

Figure 1-8 Chromatogram of reaction mixture withthe crude enzyme and mass 

spectrometry by UPLC-MS analysis. 

A: Chromatgram of the reaction mixturefrom Wild type. 

B: Cromatgram of the reaction mixturefrommpinZ line 3 transformant. 

C: Mass spectrometry of 1.80min chromatogram peak from Figure B. 

 

  

C 

B 

A 
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Table 1-1 Nucleotide sequence of specific primers of mpinZ, Atprr1, Atprr2 

andAtact2 for RT-PCR. 

 

mpinZ Forward 5’-GCAGCCGGCGTCAGACACAT-3’ 

Reverse  5’-TCAAAGAGGCTGGTAACGTAAAG-3’ 

Atprr1 Forward 5’-GAGTTGGAGAAGACCTATGTTTCAG-3’ 

Reverse  5-‘CAATGAGCTTCGTATTGCTCC-3’ 

Atprr2 Forward 5’-TGCCGGTTGAGCCGCATTGT-3’ 

Reverse  5’-ACCCACAACGTAAGTGTAAGGAA-3’ 

AtAct2 Forward 5’-TCACATCCGGATAGAGTTTAGTAGC-3’ 

Reverse  5’-GCATCTGAATCTCTCAGCACC-3’ 

  



 

 

Figure 1-9. Expression analysis 

Figure 1-10 Expression analysis 

in wild
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analysis of mpinZ, Atprr1,Atprr2 and Atact2 

wild-type and transgenic plants. 

analysis of mpinZ, Atprr1,Atprr2and Atact2

in wild-type and transgenic plants. 

 

 

 in root tissue in 

 

Atact2 in stem tissue 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-11Immunological detection
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Immunological detectionof PinZin extracts from wild

transgenic plants 

 

wild-type and 
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Figure 1-12 Comparison of wild type andmpinZ plants  

A: Appearance of 8 week-old wild-typeplants(three plants of the leftside)  

and mpinZplants(three plants of the right side).  

B: Apperance of 4 week-old wild-type plants on MS medium.  

C: Apperance of 4 week-old mpinZplantson MS medium.  

D: Stem crosssection of the 8 week-old wild-typeplant.  

E: Stem crosssection of the 8 week-old mpinZ plant.  

 

  

A 

E D

C B 



 

 

 

 

 

 

 

   Figure 1-13 PinZ activit

 

 

Table 1-2 Amount of PinZ catalytic activities of wild type and 
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activities of wild-type plant and mpinZ transformant

2 Amount of PinZ catalytic activities of wild type and mpinZ

 

 

transformants 

mpinZ transformants 



 

 

 

Figure 1-14 Chromatgram
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14 Chromatgrams of authentic compoundsobtained from HPLC analysis

A:Pinoresinol 

B:Lariciresinol 

C:Secoisolariciresinol 

 

from HPLC analysis. 



 

 

 

 

Figure 1-15 Chromatgram

transgenic ( line 8) plants

A:Crude enzyme from roots in 

B:Crude enzyme from roots in transgenic plant (

C:Crude enzyme from stems in 

D:Crude enzyme from stems in 

E: Selected mass spectrum at 

F: Selected mass spectrum at
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Chromatgramsof reaction mixtureswith extracts from  

plants. 

roots in wild type plant (4weeksold) 

roots in transgenic plant (line #8,4weeksold) 

stems in wild type plant (6 weeks old) 

stems in transgenicplant ( line #8, 6weeksold)

Selected mass spectrum at m/z 359 in panel C (PR, pinoresinol) 

Selected mass spectrum atm/z 359 in panel D (LR, lariciresinol) 

 

 wild-type and 

 

) 

 



 

Figure 1-16 Chromatgram of reaction mixture 

A:Crude enzyme from wild 

B: m/z 357 from FigureA (pinoresinol)

C: m/z 359 from FigureA (Lariciresinol)

D: m/z 361 from FigureA (Secoisolariciresinol)

E:Crude enzyme from wild type 6week

F: m/z 357 from figureE (pinoresinol)

G: m/z 359 from figureE (Lar

H: m/z 361 from figureE (Secoisolariciresinol)
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Chromatgram of reaction mixture fromwild type plant 

A:Crude enzyme from wild type 4week-old root 

A (pinoresinol) 

A (Lariciresinol) 

A (Secoisolariciresinol) 

E:Crude enzyme from wild type 6week-old Stem 

357 from figureE (pinoresinol) 

359 from figureE (Lariciresinol) 

361 from figureE (Secoisolariciresinol) 

 



 

Figure 1-17 Chromatgram of reaction mixture 

A:Crude enzyme from mpinZ

B: m/z 357 from FigureA (pinoresinol)

C: m/z 359 from FigureA (Lariciresinol)

D: m/z 361 from FigureA (Secoisolariciresinol)

E:Crude enzyme from mpinZ

F: m/z 357 from FigureE (pinoresinol)

G: m/z 359 from FigureE (Lariciresinol)

H: m/z 361 from FigureE (Secoisolariciresinol)
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Chromatgram of reaction mixture frommpinZline 8 plant

mpinZ 4week-old root 

A (pinoresinol) 

A (Lariciresinol) 

A (Secoisolariciresinol) 

mpinZ 6week-old Stem 

E (pinoresinol) 

E (Lariciresinol) 

E (Secoisolariciresinol) 

 

plant 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure1-18 Chromatgram

from wild-type and transgenic plants. The mixtures were analyzed 

column. 

A:Lariciresinol (authentic compound)

B:Pinoresinol (authentic compound)

recombinant PinZ prepared from E. coli 

D:Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from wild

plant (20µg)The reaction time was 

E:Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from 

(20µg).The reaction time was 

F:Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from 

(20µg).The reaction time was 3 

G:Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from 

(20µg).The reaction time was 10 
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18 Chromatgrams of reaction mixtureswith pinoresinol and 

type and transgenic plants. The mixtures were analyzed using chiral 

(authentic compound) 

(authentic compound)C: Reaction mixture with pinoresinol and 

prepared from E. coli (50µg). The reaction time was 

Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from wild

The reaction time was 10min. 

Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from 

The reaction time was 1min. 

Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from 

).The reaction time was 3 min. 

Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from 

).The reaction time was 10 min. 

pinoresinol and crude extracts 

using chiral 

Reaction mixture with pinoresinol and 

). The reaction time was 10min. 

Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from wild-type 

Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from mpinZplant 

Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from mpinZplant 

Reaction mixture with pinoresinol andcrude extracts prepared from mpinZplant 



 

 

 

Table1-3 Lignan composition 

Values represent the average of 3 biological replications with standard deviation and are expressed as nanograms dry weight (

milligrams) of each sample with (treatment) or without (

lignans (Total) are also indicated.  
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Lignan composition of lignans in wild-type and transgenic plants

Values represent the average of 3 biological replications with standard deviation and are expressed as nanograms dry weight (

illigrams) of each sample with (treatment) or without (-) beta-glucosidase treatment (BGT). The total amounts of the 5 detected 

plants 

 
Values represent the average of 3 biological replications with standard deviation and are expressed as nanograms dry weight (in 

glucosidase treatment (BGT). The total amounts of the 5 detected 
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Table1-4 Expression levels of pinoresinol reductase gene,flavonoid biosynthetic 

pathway related genes and  

monolignol biosynthetic pathway related genes. 

 

Coding proteins of Blast hit sequences 

Root Stem 

Wild type 

mpinZlin

e 8 

Wild type 

mpinZ 

line 8 

Pinoresinol reductase1 1.65 1.61 1.16 1.40 

Pinoresinol reductase2 1.95 1.96 0.17 -0.58 

Chalcone synthase 2.72 2.69 1.64 -0.06 

Dihydroflavonol-4-reductase 1.83 1.59 1.57 0.49 

Leucoanthocyanidin dioxygenase 1.43 1.31 1.35 0.26 

Flavonoid-3-monooxygenase 1.30 1.25 0.75 0.08 

Naringenin-2-oxoglutarate-3-dioxygenase 1.92 1.93 0.26 -0.69 

PAL1 2.35 2.33 1.64 1.84 

PAL2 2.15 2.11 1.76 1.74 

PAL3 -0.47 -0.31 1.92 1.77 

PAL4 1.49 1.48 0.87 1.20 

C4H 2.54 2.51 1.84 1.96 

4CL2 1.68 1.67 1.04 1.07 

4CL3 0.95 0.98 -0.32   

4CL4 1.24 1.23 0.80 0.92 

F5H 0.24 0.53 0.17 0.22 

F5H 1.45 1.52 1.92 1.84 

CAD1 1.16 1.26 1.29 1.08 

CAD3 0.51 0.40 1.14 0.78 

CAD4 2.04 2.07 0.55 0.86 

CAD5 1.04 1.04 1.09 1.16 

CAD7 -0.71   

 

  

CAD8     0.21 0.22 
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Table1-5  Top 20 contig sequencesincrease expression level compared of mpinZ line 8 and wild typeplants in root  

Root 

Top 20 contig sequencesincrease expression level compared of mpinZ line 8 and wild type plants 

Wild type  

mpinZ line 

8 

-1.04 2.02 gi|9857881|gb|AAG00918.1|AF270470_2 neomycin phosphotransferase [Cloning vector pBIG] 

-1.26 1.53 gi|30089002|gb|AAP13536.1| avermectin-sensitive chloride channel GluCl alpha/yellow fluorescent protein fusion [synthetic construct] 

0.25 2.49 gi|42573541|ref|NP_974867.1| probably inactive receptor-like protein kinase [Arabidopsis thaliana] At5g41680  

2.07 3.32 gi|347527117|ref|YP_004833864.1| putative oxidoreductase [Sphingobium sp. SYK-6] 

-1.10 0.02 gi|13449334|ref|NP_085516.1| ribosomal protein L2 [Arabidopsis thaliana] 

-0.30 0.67 gi|18424884|ref|NP_569000.1| elicitor peptide 2 [Arabidopsis thaliana] 

-0.60 0.37 gi|15218526|ref|NP_177398.1| protein kinase-like protein [Arabidopsis thaliana] At1g72540 

-0.65 0.31 gi|79318519|ref|NP_001031089.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana] 

-0.20 0.77 gi|3451076|emb|CAA20472.1| putative protein [Arabidopsis thaliana] 

-0.46 0.51 gi|15229405|ref|NP_188965.1| ethylene-responsive transcription factor 1B [Arabidopsis thaliana] At3g23240 

-0.57 0.40 No hits found 

-0.37 0.56 gi|30687312|ref|NP_850289.1| copper transporter 4 [Arabidopsis thaliana] 

-0.58 0.33 No hits found 

-0.27 0.63 No hits found 

-0.71 0.18 No hits found 

-0.60 0.29 gi|15235397|ref|NP_192991.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana] 

-0.66 0.21 gi|3702349|gb|AAC62906.1| putative mitogen-activated protein kinase [Arabidopsis thaliana] 

-0.72 0.11 gi|9294032|dbj|BAB01989.1| unnamed protein product [Arabidopsis thaliana] 

-0.39 0.43 No hits found 

-0.73 0.09 No hits found 
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Table 1-6 Top 20 contig sequences decrease expression level compared with mpinZ line 8plants in root  

Root 

Top 20 contig sequencesdecrease expression level compared with mpinZ line 8 plant 

Wild type 

mpinZ line 

8 

2.61 1.03 No hits found 

0.37 -0.87 gi|15241485|ref|NP_196417.1| glucan endo-1,3-beta-glucosidase-like protein 3 [Arabidopsis thaliana]At5g08000 

0.66 -0.55 gi|186507172|ref|NP_001118498.1| N-acetyltransferase [Arabidopsis thaliana] 

0.18 -1.01 gi|52354333|gb|AAU44487.1| hypothetical protein AT3G50120 [Arabidopsis thaliana] 

0.22 -0.92 gi|357519537|ref|XP_003630057.1| Glucan 1,3-beta-glucosidase [Medicago truncatula] 

0.72 -0.40 gi|15240104|ref|NP_201485.1| SAP domain-containing protein [Arabidopsis thaliana] 

0.16 -0.90 gi|22326918|ref|NP_197594.2| Glycosyl hydrolase family protein [Arabidopsis thaliana] 

0.16 -0.91 No hits found 

0.48 -0.55 gi|334183411|ref|NP_001185260.1| receptor like protein 9 [Arabidopsis thaliana] 

0.02 -1.00 gi|297797595|ref|XP_002866682.1| hypothetical protein ARALYDRAFT_358759 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata] 

0.10 -0.89 No hits found 

0.37 -0.62 gi|4572666|gb|AAD23881.1| unknown protein [Arabidopsis thaliana] 

0.15 -0.84 gi|12324680|gb|AAG52303.1|AC011020_10 hypothetical protein [Arabidopsis thaliana] 

0.13 -0.85 No hits found 

-0.18 -1.17 gi|15219651|ref|NP_176813.1| transcription factor MYB90 [Arabidopsis thaliana] 

0.36 -0.58 No hits found 

0.31 -0.64 gi|6041854|gb|AAF02163.1|AC009853_23 unknown protein [Arabidopsis thaliana] 

0.31 -0.63 gi|30684141|ref|NP_193503.2| SBP (S-ribonuclease binding protein) family protein [Arabidopsis thaliana] 

-0.24 -1.13 gi|15242428|ref|NP_199366.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana] 

0.02 -0.87 gi|18420011|ref|NP_568022.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana] 
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Table1-7 Top 20 contig sequences increase expression level compared of mpinZ line 8 and wild type plants in stem  

Stem 

Top 20 contig sequences increase expression level compared of mpinZ line 8 and wild typeplants 

Wild type  

mpinZ line 

8 

-0.49 2.78 gi|347527117|ref|YP_004833864.1| putative oxidoreductase [Sphingobium sp. SYK-6] 

-0.89 1.65 gi|5881675|dbj|BAA84366.1| matK [Arabidopsis thaliana] 

-1.09 1.28 gi|7525042|ref|NP_051068.1| acetyl-CoA carboxylase beta subunit [Arabidopsis thaliana] 

-0.30 2.03 gi|297837979|ref|XP_002886871.1| predicted protein [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata] 

-0.21 2.10 gi|112253871|ref|YP_717127.1| maturase-related protein [Brassica napus] 

-0.61 1.65 gi|112253917|ref|YP_717171.1| apocytochrome b [Brassica napus] 

-0.01 2.11 gi|339516196|gb|AEJ82586.1| cytochrome b6 [Ricinus communis] 

-0.79 1.32 gi|7525091|ref|NP_051115.1| NADH dehydrogenase subunit 7 [Arabidopsis thaliana] 

-0.71 1.38 No hits found 

-0.02 2.07 gi|112253905|ref|YP_717160.1| hypothetical protein BrnapMp063 [Brassica napus] 

-0.85 1.18 gi|5881746|dbj|BAA84437.1| NADH dehydrogenase ND4 [Arabidopsis thaliana] 

0.17 2.18 gi|334185345|ref|NP_001189891.1| (S)-2-hydroxy-acid oxidase [Arabidopsis thaliana] 

-0.55 1.46 gi|7525076|ref|NP_051101.1| Ycf2 [Arabidopsis thaliana] 

-0.39 1.60 gi|13449334|ref|NP_085516.1| ribosomal protein L2 [Arabidopsis thaliana] 

-0.78 1.11 gi|4538901|emb|CAB39638.1| RNA-directed DNA polymerase-like protein [Arabidopsis thaliana] 

1.15 3.01 gi|357436159|ref|XP_003588355.1| Mitochondrial protein, putative [Medicago truncatula] 

-0.80 1.03 gi|147855864|emb|CAN78624.1| hypothetical protein VITISV_041103 [Vitis vinifera] 

0.08 1.89 gi|112253872|ref|YP_717097.1| NADH dehydrogenase subunit 5 [Brassica napus] 

2.21 4.02 gi|357488215|ref|XP_003614395.1| hypothetical protein MTR_5g051140 [Medicago truncatula] 

-0.61 1.18 No hits found 
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Table 1-8  Top 20 contig sequences decrease expression level compared of mpinZ line 8 and wild type plants in stem  

Stem 

Top 20 contig sequencesdecrease expression level compared of mpinZ line 8 and wild type plants 

Wild type  

mpinZ line 

8 

1.64 -0.06 gi|15240753|ref|NP_196897.1| chalcone synthase [Arabidopsis thaliana] At5g13930 

1.14 -0.45 gi|18398719|ref|NP_564416.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana] 

1.01 -0.35 gi|15235390|ref|NP_192987.1| bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin-like protein [Arabidopsis thaliana] At4g12500  

0.67 -0.68 gi|3021274|emb|CAA18469.1| serine/threonine kinase-like protein [Arabidopsis thaliana] 

0.61 -0.64 gi|18402593|ref|NP_566660.1| TRAF-like family protein [Arabidopsis thaliana]At3g20370 

2.75 1.50 gi|15238684|ref|NP_197293.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana] 

2.62 1.40 gi|30695554|ref|NP_199696.2| tetratricopeptide repeat domain-containing protein [Arabidopsis thaliana]At5g48850  

1.71 0.51 gi|42572219|ref|NP_974204.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana] 

0.84 -0.34 No hits found 

0.34 -0.80 gi|15236116|ref|NP_194342.1| ankyrin repeat and BTB/POZ domain-containing protein [Arabidopsis thaliana] 

0.61 -0.52 No hits found 

0.64 -0.49 gi|15220697|ref|NP_174313.1| putative inositol transporter 2 [Arabidopsis thaliana] 

0.75 -0.36 gi|116830711|gb|ABK28313.1| unknown [Arabidopsis thaliana] 

0.79 -0.30 gi|18397376|ref|NP_564349.1| protein TIFY 5A [Arabidopsis thaliana] 

0.58 -0.52 gi|334183341|ref|NP_001185239.1| S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase domain-containing protein [Arabidopsis thaliana] 

0.68 -0.41 gi|30682825|ref|NP_850063.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana] 

1.35 0.26 gi|15235853|ref|NP_194019.1| leucoanthocyanidin dioxygenase [Arabidopsis thaliana] At4g22880 

1.57 0.49 gi|15239063|ref|NP_199094.1| dihydroflavonol-4-reductase [Arabidopsis thaliana] 

0.90 -0.19 gi|18410311|ref|NP_565061.1| kunitz trypsin inhibitor 1 [Arabidopsis thaliana] 

0.50 -0.58 gi|15237902|ref|NP_197803.1| Squalene monooxygenase 1,1 [Arabidopsis thaliana]At5g24150 



 

 

Figure 1-19 principal component analysis

transgenic lines, #6 and #8. Methanol soluble metabolites from the plants were analyzed by 
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principal component analysis of detected metabolite in stem tissues of wild-type plant and two independent 

lines, #6 and #8. Methanol soluble metabolites from the plants were analyzed by  LC-Q-TOF

 
and two independent 

TOF-MS(Positive ion mode). 



 

Figure 1-20 principal component analysis of detected metabolite in stem tissues of wild

transgenic lines, #6 and #8. Methanol soluble metabolites from the plants were analyzed b

mode).Each triangle indicates the detected metabolites or their fragments. 

levels between the wild-type and transgenic plants were indicated 

82 

principal component analysis of detected metabolite in stem tissues of wild-type plant and two 

transgenic lines, #6 and #8. Methanol soluble metabolites from the plants were analyzed by LC-Q-TOF

Each triangle indicates the detected metabolites or their fragments. Names of major metabolotes detected 

type and transgenic plants were indicated in the figure.  

 

type plant and two independent 

TOF-MS(Positive ion 

ajor metabolotes detected wth different 



 

Figure 1-21 Untargeted profiling by LC-Q
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Q-TOF-MS negative ion modein Stem 

 



 

Figure 1-22 Untargeted metabolic profiling by LC
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profiling by LC-Q-TOF-MS negative ion mode in Stem 
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結言 

 本研究において、αｰプロテオバクテリアに属する Sphingobium sp.SYK-6 株由来の

ピノレジノールレダクターゼ PinZ を植物細胞内で生産させた。これにより、PinZ を

生産しているシロイヌナズナに含まれる複数のリグナンの蓄積量を増減させることが

可能であった。本研究は、バクテリアの酵素遺伝子を用いて植物のリグナン生合成を改

変した最初の事例である。また、トランスクリプトーム解析やメタボローム解析の結果

から、PinZ の発現がリグナン以外の二次代謝産物の蓄積にも影響することが明らかに

された。本研究では実験材料としてモデル植物として汎用されるシロイヌナズナを用い

たが、今後、リグナン生合成が活発な種々の薬用植物や亜麻などの油脂植物で pinZ を

発現させることにより、産業上の利用価値が高い高リグナン蓄積量を誇る組換え植物の

創出が期待される。 
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