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哺乳類 由来の毒物代謝遺伝子CYPIA1お よびバ クテ リア由来 の

NADHoxydase遺 伝子 に関連 す る相 同性 の高 い遺伝子

ホモ ログの ジャガ イモゲ ノムでの存在

渡 邉 和 男1・2、竹 田 靖 彦2、 坪 本 真 一2、 近 藤 麗 子2、

新 村 洋 一3、 大 川 秀 郎 ㌔ 保 坂 和 良5、 笠 井 和 江2・6

要 約

異生物 の既 知遺伝子を使 い高等 植物 での関連遺伝子 の存在を調 査す る 目的 で、 哺乳 類 由来 の毒物 代謝

遺 伝子CytochromeP450monooxygenase(CYPlA1)お よびAmphibαcillusxylαnus由 来NADH

oxidase遺 伝子 をプ ロー ブとしてRFLP分 析 を2倍 体 ジャガイモおよびその近縁種で行 った。

ジャガイモゲノム中 にCYPlA1遺 伝子 とバ クテ リアNADHoxidase遺 伝子 それ ぞれ と相 同性 の高

いDNAホ モ ログが存在す るとい う新 たな発 見があ った。 これ は、 今 まで報告 されてい ない もので あ り、

今後 植物 か らの これ ら遺 伝子 の単離 の先駈 け となる と考え られ る。
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緒 言

CytochromeP450monooxygenase遺 伝子

CytochromeP450は 、 高等動物 の肺、肝臓、腎臓、副腎、中枢神経 な ど幅広 い臓器 に存在 し、 これ ら

の細胞 内の ミトコ ン ドリアや、細胞小胞 にある。主 な作用 と して は、 動 物組 織 の ミクロ ソーム にお いて

農薬、毒薬、薬剤 を含む多 くの化学物質 を触媒反応 によって薬物 の薬効 や毒性 を消失 させる。1,2)

薬物代謝 を行 う ミクロソームには多種類 のP450が 存在 し、分子多様性を示す。 動物 に薬物投与 す ると、

投与薬物 の種類 に応 じて特定分子種 のP450の 合成 が充進す るため肝 ミク ロ ソー ムな どのP450含 量 が誘

導 的に増加 す る。薬物代謝 に関与 す るP450の 基質特異性 は異常 に広 くまた分子種間で重複 して い る。 こ

の ことと分子 多様性 は、 これ らのP450が 不特定 多数 の薬物 の処理 に対応 しなければな らな い こ とと、 関

係 す ると思 われ る。L2)

現在様 々な、起 源か らの100種 類以上 のP450の 第一構造が主 としてcDNAの ヌク レオチ ド配 列 の解析

か ら明 らかに されてお り、 それに基 ずいてP450の 分類 が行 われ てい る。 またす べ てのP450は 共通 の祖

先 か ら進化 した と考え られてお り、進化 の系統樹 の提案 もな されている♂・2・3)

これまでの研究 で は、数 多 くの植物 ゲ ノムの 中 にCytochromeP450遺 伝子 ホ モ ログの存在 が報告 さ

れ ているが、 ラッ トの肝細胞 の小胞体 由来 のP450monooxygenaseCYPlA1遺 伝 子 のよ うな異 物代

謝型遺伝子 やそのホモ ログの存在 は報告 されて いない。314)

NADHoxidase遺 伝子

NADと は、Nicotinamideadeninedinucleotideの 略で、生体内反応で水素の交換を仲介す る補酵素 で

ある。5)NADは 、多 くの脱水素酵素の補酵素である。脱水素反応 は、生体 内であ りふれた反 応なのでNAD

も広 く細胞中に存在する。特に、高等動物の肝臓、筋肉には多 く、細胞1gあ たりmg単 位で含まれる。6)
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NADHoxidaseは 、生細 胞に普遍 的に存在 す るNADHを 、分子 状酸素(02)に 曝 され ると、誘 導

的 に合成 され る。 ここで誘導的 に合成 され るNADHoxidaseは 、2種 類 あ り(1)過 酸化 水素 生成 型

と、(2)水 生成型で ある。 それ ぞれ、以下の反応を触媒 する酵素で ある。6)

NADH十H+十 〇2→NAD+十H202(1)

2NADH十2H+→-02→2NAD2十2H20(2)

カタラーゼやペルオキ シダーゼを もたない嫌気性菌にとって、過酸化水素 は膜の脂肪酸を酸化 して、過酸化

脂肪 を作 りだ し、 タンパク質を酸化 し、 またDNAを 破壊す るといった、いわば毒物の はずであ り、(1)の

過酸化水素生成型NADHoxidaseの 機能は不明であった。近年(1)の 過酸化水素生成型NADHoxidase

遺伝子 がサ ルモネラ菌や大腸菌の酸素 ス トレス防御酵素アルキル ヒドロペルオキシ ドレダクターゼ(AhpCF)

のF成 分 と高いホモロジーがあると確認 された。6)ま た、(1)の 過酸化水素生成型NADHoxidase遺 伝子

は、AhpC存 在下で は、ペルオキシダーゼ反応(過 酸化水素を生成せずに、水 を生成する)を 示 した。 この反

応 は、通性嫌気性菌Amρhibacillusxylαnus由 来のNADHoxidaseで も明 らかに されてい る。 これ らの

研究 よ り、(2)水 生成型NADHoxidaseの みならず(1)過 酸化水素生成型NADHoxidaseも また、 菌

体 内の酸素 ス トレスか ら自己防衛する機能を果た していることが明 らかにな った。6)

機 能が知 られて いるバ クテ リア由来 のNADHoxidase遺 伝子 を プ ロー ブと して、 ジ ャガイモ ゲ ノム

でのDNAホ モロ グの探索 を行 うことは興味深 いことであ る。 なぜ な ら、当NADHoxydase遺 伝 子 は、

高等 植物 において、oxydativeburst等 によ る環境耐性や耐病性発現 と深 くかか わ りがあ る と考 え られ

て いるか らで あ る。7)今までの研究で、NADHoxidase遺 伝子が、植物 ゲ ノム中 か らクロー ニ ング され

た例 はな く、本実験 の試 みは関連遺伝子の単離の端緒 とな ると考 え られ る。

材 料 お よ び 方 法

植 物 材 料

ジ ャ ガ イ モ のSolαnum属 塊 茎 形 成 種 の 一 種 で あ るS.chαcoense(cIone;chc525-3,2n=2xニ24)と 、

栽 培 種2倍 体 のS.p加 吻 α(clone;phul.22,2n=2x=24)を 両 親 と し、 これ らのF1雑 種(cloneF1-1,

2n=2x=24)を 得 た 。 ま た 、 こ のF1-1をS.phurOja。S.gonyocαlyxcomplex由 来 の93HIOO-1

(2n=2x=24)と 戻 し交 配 させ た 戻 し交 雑 第 一 世 代 系 統94H89-1(2n=2x・=24)を 用 い た。B)

プ ロ ー ブ の 由 来

i)P450monooxygenase遺 伝 子

ラ ッ トの 肝 細 胞 の 小 胞 体 由 来 のP450monooxygenaseCYPlA1遺 伝 子 をCYPlAlspecific

primerでPCR増 幅 した 大 き さ630bpの 遺 伝 子 断 片 を プ ロ ー ブ と して 用 い た。9)

ti)NADHoxidase遺 伝 子

Amρhibαcilgusxylαnus由 来 のNADHoxidase遺 伝 子 の 大 半 を 含 む1.5kbfragmentはpPL-lambda

に 含 ま れ て お り、Hindlll消 化 に よ っ て 取 り 出 す こ とが で き る。 更 に 、 こ の ベ ク タ ー はE.coli4830に 導

入 さ れ て い る。LO}

実 験 方 法

RFLP(Southern)分 析 に つ い て はHamalaineneta1.il)に 準 じ て 行 っ た 。 制 限 酵 素 は 、EcoRI,

EcoRV,Drα1,お よ びHindlllを そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ に っ い て 用 い た 。NADHoxidase遺 伝 子 に つ い

て はHincllllの み で 行 っ た。 但 し、 プ ロ ー ブ の ラ ベ リ ン グ お よ び プ ロ ー ブ シ グ ナ ル の 検 出 はAlkphosTM

(Pharmacia-Arnersham)を 持 ち 手 行 っ た 。 ジ ャ ガ イ モ ゲ ノ ム と 遺 伝 子 プ ロ ー ブ の 相 同 性 は ハ イ ブ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン後 のWashingstringencyを55-65℃ で 調 整 し調 査 し た 。



結 果およ び考察

1.ジ ャガイモゲノムにおけるCytochromeP450CYPlA1相 同性 のDNAホ モ ログの存在 ついて

供試 したすべ ての系統 にお いて幾っかのバ ンドが用いた4種 すべ ての制 限酵 素 との組 み合 わ せ に関 し

て のRFLPで 得 られ た(表1、2、3お よ び4)。 高 いstringency(65℃)を 用 いて,Southern

hybridizationを 行 って も、強 いRFLPシ グナルが確認 された。特 に、EcoRI,1ヨcoRVお よ び 疏 雇III

のそれぞれ につ いて、CYPIA1は 制 限酵素 サ イ トがない ことがわか ってお り、9)これか ら類推 す る と供

した植物種で は1-2コ ピーあるい は複数 の同一配列 およびサ イズを持っ の ホモ ログが 存在 す る と考 え

られ る。遺 伝子特異的 プライマーを用いてたPCRに よ って も同様 な ことが確認 で きた(Takedaeご α♂,

Inpreparation)。

表1、RFLP(制 限酵素;EcoRI× プ ローブ;P450)に よる多型検 出

注)シ グ ナ ル バ ン ド存 在P(Present)

濃

シ グ ナ ルバ ン ド無

Ps(strong)中

A(Absent)ス メア

Pm(medium)

S(Smear)

薄 Pw(weak)

判定不可能NA(NoAmplification)

下 線*有 効 多 型 の シ グ ナ ル

S.phureゾa側 の ポ リモ ロ フ ィ ズ ム

S.chαcoenseの ポ リモ ロ フ ィ ズ ム

イタリック文字

白抜 き文字



CytochromeP450遺 伝子群 は、高等動物 の幅広 く臓器 に存在 し、 これ らの細胞内 の ミトコンドリアや、

細胞小胞 にあ ることが、証 明 されている。D高 等動物以 外に も、酵母、 細菌、 植 物 な どか らも、 当遺 伝

子群 の存在 は、 すでに報告 されている。D植 物 にっ いて は、 ナ ス、 アボガ ド、 ペチュニアの芽 か らP450

CYP71A2且2),ま た、 小 麦 か らP450CYP5113)、 大豆 か らP450CYP93、 シロイ ヌナ ズナか らP450

CYP84,1〃)タ バ コか らP450CYPgA115)等 色素、 ステ ロイ ド等 の代謝 に関連 す る特異 的 なP450遺 伝子

群が それぞれのゲ ノム中に存在 している ことが、報告 されてい る。 しか し、 高等 植物 で はCYPlA1に

対応す る遺伝子 は発 見 されていない。4)
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II,ジ ャ ガ イ モ ゲ ノ ム に お け るAmphtbαcillusxylαnus由 来 のNADHoxydase遺 伝 子 相 同 性 のDNA

ホ モ ロ グ の 存 在 つ い て

Hindllldigestに も と つ くSouthern分 析 を 表5に 示 し た 。Fig.1に 示 す よ う に 、 高 いstringency

(65℃)を 用 い て,Southernhybridizationを 行 っ て も、 強 いRFLPシ グ ナ ル が 確 認 さ れ た 。 な お 、 供

試 し た す べ て の 系 統 に お い て1-2の バ ン ドHindlllで 得 ら れ た 。 プ ロ ー ブ と し て 用 い たNADHoxydase

遺 伝 子 は 配 列 中 にHindlllサ イ トが な く、 こ れ か ら類 推 す る と!-2コ ピ ー の ホ モ ロ グ が 存 在 す る 可 能

性 が あ る 。 こ れ は 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て たPCRに よ っ て も 同 様 な こ と が 確 認 で き た

(Tsubomotoetα1.Inpreparation)。

表5.RFLP(制 限 酵 素;EcoRI× フ.ロー ブ;NADHoxidase)に よ る 多 型 検 出

 Fig.  1. Signals obtained from Southern hybridization on genomic DNA of 

tuber-bearing Solanum species using a bacterial NADH oxidase gene.



NADHoxidase遺 伝子については高等動物の肝臓、筋肉には多 く存在 している。6)NADHと 相補的 に機

能 す るAhpC酵 素 に関 連 す る遺 伝 子 は、 大 麦 、 ほ うれん 草 で 同 定 が 報 告 され て い る。16)し か し、

NADHoxydase遺 伝子その ものの同定やそのホモログはいまだ報告がな されていない。NADHoxidase遺

伝子 と相同性の高いRFLPシ グナルの存在が見っか ったのは、 ジャガイモにおいて、本実験が最初である。
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Summary 

Presence of gene homologues associated with a mamalian cytochrome P450 monooxygenase 

(CYP 1 A 1) and a bacterial NADH oxydase in potato genome

Watanabe, K. N.1.2, Y. Takeda2, M. Tsubomoto2, R. Kondo2, 

Y. Niimura 3 , H. Ohkawa 4 , K. Hosaka 5 and K. Kasai' 6

 We attempted to know whether potato and its relatives could have DNA homologues 
associated with functional genes identified in different organisms in alternative kingdoms. 
Two known genes were employed for a survey using restriction fragement length 

polymorphism (RFLP) analysis: a mammalian cytochrome P450 1 A 1 which shows strong 
xenobiotic metabolism and a NADH oxydase gene from Amphibacillus xylanus that exhibits 
very rapid catalytic activities on superoxide. Genomic DNA samples from haploids from 4 x 

potatoes (Solanum tubersoum, 2 n= 2 x=24), their relatives (S. phureja, 2 n= 2 x=24; and S. 
chacoense, 2 n = 2 x = 24) and their 2 x hybrids were digested with restriction enzymes 
Eco RI, EcoRV, HindIII, and Era I then, the resulting digests were employed for Southern 
hybridization for RFLP. Even with a high stringency which is usually used for intraspecific 

genomic hybridization, Southern analysis revealed that a few copies of homologous fragements. 
While only a few bands were obtained per species, this is an intriguing report on the presence 
of the gene homologues associated with other organisms. 

Key words : potato, CYP 1 A 1 , NADH oxydase, Southern hybridization, DNA homologues


