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第1章 緒言 

蚊は感染症を媒介することから、世界で最も人間を殺す生物として知られ、死者は年間

83 万人にも及ぶ。特にマラリアは、2020 年の発表で年間 2 億人以上が感染、60 万人以上

の死者数を出し、対策費用だけでも約 30億米ドルが投じられており、現在でも根絶が困難

な感染症であることから、その社会的経済的損失は甚大なものとなっている。多くの昆虫媒

介性感染症は、ワクチンなどの予防手段が乏しく、虫に刺されないことが主な対策法となっ

ており、殺虫剤や忌避剤の使用が有効な手段となっている。近年の気候変動の影響もあり、

感染症を媒介する昆虫の生息分布域が拡大していることから、殺虫剤のニーズは世界中で

伸長している。1902 年に日本で開発された蚊取り線香を皮切りに、今日まで様々な用途、

対象に合わせた剤形の殺虫剤が開発されているが、特に、最もシンプルな剤形である蚊取り

線香は安価で火があれば使える簡便さから、電力供給の不安定な途上国をはじめとする

国々で現在も主要に使用されている。 

かつて世界中で使用されていた殺虫成分は、DDT（ジクロロジフェニルトリクロロエタ

ン）や BHC（ベンゼンヘキサクロライド）といった有機塩素系化合物であったが、現在は

天然成分のピレトリン類やその合成類縁体であるピレスロイドと呼ばれる化合物が使用さ

れており、特に安全性が重要視される家庭用の殺虫剤においては、そのほとんどでピレトリ

ン類もしくはピレスロイドが使用されている。ピレトリン類は除虫菊（和名: シロバナムシ

ヨケギク、学名: Tanacetum cinerariifolium）という白いデイジー様の多年生キク科植物

（図 1-1左写真）の主に子房から抽出される種特異的な二次代謝産物である。同属植物のア

カバナムシヨケギク（Tanacetum coccineum）（図 1-1右写真）もピレトリン類を生産する

が、除虫菊の方がその含有量がはるかに多いことから、現在では T. coccineumは観賞用途

のみで栽培されている。除虫菊を乾燥させた粉は中世の時代からその殺虫効果が知られて

おり、民間薬として使用されていたが、その殺虫成分の同定は 20世紀に入ってからである。

ピレトリン類は、1. 広汎な昆虫への高い即効性、2. 温血動物への毒性が低い、3. 光や酸素
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で分解されやすく環境負荷が少ない、という特長を有しており、特に選択毒性の高さは有機

塩素系化合物や有機リン系化合物などの他の殺虫成分になく、安全性という観点から他に

類をみない殺虫成分として重宝されている。1958 年にピレトリン類の化学構造が完全に解

明されて以来、何十種類もの合成類縁体のピレスロイドの開発が進み、その物性や殺虫スペ

クトルに適合した殺虫剤の開発も同時に進めてられてきた。ピレスロイドは合成が容易で

安価という点から、天然成分のピレトリン類に代わって主要な殺虫成分として使われてき

たが、その乱用によるピレスロイド抵抗性害虫の出現が問題となっている。一方で、ピレト

リン類を含む除虫菊抽出物はピレスロイド抵抗性害虫への効果が確認されており、また、市

場的な天然由来成分への回帰傾向もあることから、近年除虫菊自体の利用価値が見直され

ている。さらに、ピレトリン類は構造が不安定で化学合成が難しく、現代でも除虫菊の植物

体を刈り取り、溶媒で抽出するという原始的な方法がとられている。ピレトリン類は開花に

伴ってその生合成量を増加させ、その大部分は除虫菊の子房に蓄積される。最大の収量を得

るためには、播種から開花まで 1 年以上もの期間を要するため効率が悪く、現在は中国や

オーストラリアといった国の広大な敷地を使用した大規模栽培でその需要をカバーしてい

る。しかし、今後さらに高まる需要を満たすためには物量的な手法だけでなく、代謝工学的

な手法を利用した生産性の改善を行い、さらなる効率化が求められる。 

ピレトリン類はピレトリン I、ピレトリン II、ジャスモリン I、ジャスモリン II、シネリ

ン I およびシネリン II という 6 種のエステル化合物の混合物であり、これらは菊酸とピレ

トリン酸という 2 種類の酸、ピレスロロン、ジャスモロンおよびシネロロンという 3 種の

アルコールのそれぞれの組み合わせから成る（図 1-2）。ピレトリン類の生合成機構は完全

に解明されておらず、前駆物質の異種発現系はいくつか報告されているが、完全な生合成経

路の構築は未だなされていない。そのため、ピレトリン類の生合成機構の完全解明は現在、

各国の研究グループが取り組むテーマとなっている。さらに、除虫菊が傷害を受けた際に放

出する揮発性有機化合物（volatile organic compounds、VOCs）を近隣の無傷の除虫菊が
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感知することで、ピレトリン類生合成を増大させる現象が知られており、ピレトリン類の生

産量を調節する技術としての応用が期待されているが、この VOCs を介したピレトリン類

生産量制御の分子機構については明らかになっていない。以上の背景から、本研究では、ピ

レトリン類の生合成機構の解明をはじめとする問題の解決の端緒として、除虫菊のゲノム

解読を主軸とした解析を行い、将来的なピレトリン類の増産や除虫菊という植物の有効活

用を視野に入れた遺伝的情報基盤を構築することを主目的とした。 

本論文は 5章からなり、第 2、3章においては、除虫菊 T. cinerariifoliumとアカバナム

シヨケギク T. coccineumのゲノム解析を行い、第 4章ではピレトリン類の生合成酵素の一

つである TciGLIP（T. cinerariifolium GDSL（Gly-Asp-Ser-Leuモチーフ）リパーゼ）の

活性と分子の進化・多様性について in silico 解析を行った。  第 2 章において、T. 

cinerariifolium のドラフトゲノム配列を作成し、ゲノム内の構成、遺伝子の解析を行うこ

とで、T. cinerariifolium の遺伝的特徴を解析し、また、ピレトリン類の生合成機構の解明

の手掛かりとなる遺伝子を見出すことができた。第 3 章では T. cinerariifolium と同様に、

ピレトリン類生産能を有するがその量が少ない T. coccineumのドラフトゲノムを作成し、

T. cinerariifoliumと比較することで、これら 2種の植物のピレトリン類生合成量の違いを

解明するための手掛かりや、生体防御機構の違いについて解明した。第 4章では、アミノ酸

配列アラインメントの two entropy 解析と、タンパク質のモデル予測およびドッキングシ

ミュレーションツールを使用した in silico 解析によって、TciGLIP がトランスフェラーゼ

活性を獲得した鍵となる部位を特定した。 
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図 1-1 除虫菊（和名：シロバナムシヨケギク、学名：Tanacetum cinerariifolium）および

アカバナムシヨケギク（Tanacetum coccineum）の花の写真 
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図 1-2 ピレトリン類を構成する 6種のエステル化合物の構造式 
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第2章 T. cinerariifoliumゲノムの解読 

第1節 序論 

ピレトリン類の生合成に関連する酵素は、今日までにいくつか同定されている（図 2-1）。

ピレトリン類のアルコール部分はオキシリピン経路によって生成しており、リノレン酸が 

T. cinerariifolium 13-リポキシゲナーゼ（TciLOX1）によって 13-ヒドロペルオキシリノレ

ン酸に変換され (Ramirez, Yang, et al. 2013)、その後、アレンオキシドシクラーゼ（AOS）、

アレンオキシド合成酵素（AOC）、3-オキソ-2-(2-ペンテニル)-シクロペンタン-1-オクタン酸

レダクターゼ 3（OPR3）、および別の未知の酵素によってジャスモンに変換されると考えら

れる。ジャスモンは、T. cinerariifoliumジャスモンヒドロキシラーゼ（TciJMH）によって

ジャスモロンに変換される (Li, Zhou, and Pichersky 2018)。ピレスロロンはピレスロロン

合成酵素（TciPYS）によりジャスモロンから誘導されていることが知られている (Li et al. 

2019)が、シネロロンへの変換を担う機序および酵素は未だ解明されていない。ピレトリン

類の酸部分の合成に関して、非メバロン酸経路を経て生成したジメチルアリル二リン酸 2分

子が T. cinerariifolium クリサンテミル二リン酸合成酵素（TciCDS）によってクリサンテ

ミル二リン酸に変換される (Rivera et al. 2001)。その後、クリサンテミル二リン酸は T. 

cinerariifolium アルコールデヒドロゲナーゼ 2（TciADH2）および T. cinerariifolium ア

ルデヒドデヒドロゲナーゼ 1（TciALDH1）によって chrysanthemic acid（菊酸）に酸化さ

れる (Xu et al. 2018)。もう一方の酸部分である pyrethric acid（ピレトリン酸）は、T. 

cinerariifolium クリサンテモール  10-ヒドロキシラーゼ（TciCHH）および  T. 

cinerariifolium 10-カルボキシクリサンテム酸 10-メチルトランスフェラーゼ（TciCCMT）

によって生成される (Xu et al. 2019)。最終的に、chrysanthemoyl-CoA（CoA活性型菊酸）

およびピレスロロンが、T. cinerariifolium GDSL（Gly-Asp-Ser-Leu モチーフ）リパーゼ

（TciGLIP）によってピレトリン Iにエステル化される。TciGLIPは、ピレトリン Iのエス

テル化を触媒する酵素として単離・同定されている (Kikuta et al. 2012)が、ピレトリン II、
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ジャスモリン I、ジャスモリン II、シネリン I、およびシネリン II の合成を触媒する酵素は

明確に同定されていない。このような背景から、T. cinerariifolium のゲノム配列の解明に

より、ピレトリン類の全生合成経路および進化過程を解明するための決定的な手掛かりが

得られることが期待できる。ゲノム配列はさらに、遺伝子組換え T. cinerariifoliumを創出

するための分子的ツールや、化学的に合成することが困難なピレトリン類を効率的かつ安

定的に産生するための基盤データとして利用することも期待できる。 

過去数年間でキクタニギク（Chrysanthemum seticuspe）(Hirakawa et al. 2019)、クソ

ニンジン（Artemisia annua）(Shen et al. 2018)およびヒマワリ（Helianthus annuus）

(Badouin et al. 2017)など、キク科の種々の植物のゲノムが報告されているが、ピレトリン

類を産生するキク科植物のゲノム配列は決定されていない  (Katsuda 2012)。T. 

cinerariifolium のゲノムサイズはフローサイトメトリー法によって約 7.1 Gb であると推

定され (Siljak-Yakovlev et al. 2010)、他のキク科のゲノム（上記例の C. seticuspe：2.72 

Gb、A. annua：1.74 Gb、H. annuus：3.6 Gb）の 2倍以上であることが示唆された。この

ような大きなゲノムのアセンブリングは高度の反復配列、パラロガス遺伝子の重複、および

その生物自体のヘテロ接合性によって依然として難しいままである。本章において、Hiseq 

4000および Hiseq Xを用いた超並列シークエンシングから得られた T. cinerariifoliumの

ドラフトゲノム配列を報告する。さらに、アセンブルしたゲノム配列に含まれる反復配列の

含有率およびピレトリン類生合成関連遺伝子の重複についても解析した。 
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図 2-1 ピレトリン類の生合成経路 

酸部分である chrysanthemic acid（菊酸）および pyrethric acid（ピレトリン酸）は、ジメ

チルアリル二リン酸から TciCDS、TciADH2、TciALDH1、TciCHHおよび TciCCMTによ

って合成される。アルコール部分であるピレスロロン、ジャスモロン、およびシネロロンは、

リノレン酸から TciJMH、TciPYSおよび未知の酵素を含め、オキシリピン経路に関連する

酵素によって合成される。最終的に、chrysanthemyol-CoA（CoA活性型菊酸）およびピレ

スロロンが TciGLIP によってピレトリン I にエステル化される。化合物および酵素はそれ
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ぞれ赤色および青色で記載した。未同定の酵素はクエスチョンマークで示した。AOC: アレ

ンオキシド合成酵素、AOS: アレンオキシドシクラーゼ、OPR3: 3-オキソ-2-(2-ペンテニル)-

シクロペンタン-1-オクタン酸レダクターゼ 3、TciADH2: T. cinerariifolium アルコールデ

ヒドロゲナーゼ  2、TciALDH1: T. cinerariifolium アルデヒドデヒドロゲナーゼ 1、

TciCCMT: T. cinerariifolium 10-カルボキシクリサンテム酸 10-メチルトランスフェラーゼ、

TciCDS: T. cinerariifolium クリサンテミル二リン酸合成酵素、TciCHH: T. cinerariifolium 

クリサンテモール 10-ヒドロキシラーゼ、TciGLIP: T. cinerariifolium GDSL（Gly-Asp-Ser-

Leu モチーフ）リパーゼ、TciJMH: T. cinerariifolium ジャスモンヒドロキシラーゼ、

TciLOX1: T. cinerariifolium 13-リポキシゲナーゼ、TciPYS: T. cinerariifolium ピレスロロ

ン合成酵素 
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第2節 実験の部 

1. 植物材料およびゲノムシーケンシング 

尾道市立美術館（広島県尾道市西土堂町）の敷地内において、野生型 T. cinerariifolium

を野生条件下で成長させ、収穫し、植物サンプルとした。DNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）

を使用し、付属のプロトコルに従って、葉と茎からゲノム DNAを抽出した。抽出した DNA

から、TruSeq DNA PCR-Free キット（Illumina）を用いてショートインサートライブラ

リ（以下、PE）、Nextera Mate-Pair Sample Prep Kit (Illumina）を用いて 3 つの異なる

インサートサイズ（3 Kb、5 Kb、および 8 Kb）のメイトペアライブラリ（それぞれMP-

3kb、MP-5KbおよびMP-8Kb）をそれぞれ構築した。その後、HiSeq XおよびHiSeq 4000

（Illumina）機器をそれぞれ用いて、PEおよびMPライブラリを 150 bp × 2 サイクルお

よび 100 bp × 2 サイクルのペアエンドシーケンシングにかけた。 

2. ゲノム配列の de novoアセンブリ 

最初に、得られたリード配列のクリーニングとして、Trimmomatic version 0.36 

(Langdon 2015)を用いて、Truseq又は Nextera mate-pair Sample Prep Kitによって付加

されたアダプター配列、クオリティの低いリード、および長さ 36 bp未満の短いリードをト

リミングした。その後、4段階の過程（「プレアセンブリ」、「SOAPdenovoによるアセンブ

リ」、「クリーンアップ」、および「アセンブリ結果の併合」）によって、PEリードからコン

ティグ配列を作成した。第 1段階では、PEリードについて、オーバーラップを含め、エラ

ー補正とクリーニングが行われる PANDAseq (Masella et al. 2012)によってプレアセンブ

ルした。第 2段階では、第 1段階でプレアセンブルしたリードおよび残りのリードを 80～

127の複数の k-merを用いる SOAPdenovo v.2.04-r240 (Luo et al. 2012)にかけ、コンティ

グ配列を作成した。第 3 段階で、他のコンティグ配列と 95%以上同じ配列相同性を示すコ

ンティグをトリムすることによって、第 2 段階で作成したコンティグ配列のクリーニング

を行った。第 4段階では、Platanus version 1.2.4 (Kajitani et al. 2014)を用いてデフォル
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トパラメータで PE リードを処理して生じたコンティグを、SSPACE-longread v1-1 

(Boetzer and Pirovano 2014)を用いて、最小オーバーラップ長を 36 bp に、最小リンク数

を 1 に、最大リンク比を 0.5 に設定し、SOAPdenovo によって構築したコンティグにマー

ジした。次に、3段階の過程（「リード選択」、「スキャフォールディング」、および「ギャッ

プフィリング」）によってスキャフォールド配列を作成した。第 1段階で、--localオプショ

ンをつけた bowtie2 version 2.3.4.3 (Langdon 2015)を用いて、PEおよびMPリードをコ

ンティグ配列にマップし、コンティグ間を跨ぐようにマップされたリードペアを選択した。

第 2段階で、SSPACE-STANDARD version 3.0 (Boetzer et al. 2011)（BaseClear）を用い

て、最小リンク数を 3 に設定して、選択したリードおよびコンティグをスキャフォールデ

ィングした。第 3段階で、GapFiller v1-10 (Nadalin, Vezzi, and Policriti 2012)（BaseClear）

によって、最小オーバーラップ数を 30、切り取るリード数を 50に設定して、スキャフォー

ルドにおける未知の塩基を埋め、ドラフトゲノム配列を完成した。以上のシーケンスリード

および完成したドラフトゲノム配列は DDBJの bioproject accession code PRJDB8358 下

にアップロードした。さらに、embryophyta_odb9タンパク質セットとともに BUSCO-v3 

(Waterhouse et al. 2018)を用いて、ドラフトゲノム配列の完全性を評価した。 

3. 遺伝子予測およびアノテーション 

NCBI Sequence Read Archive（accession No. SRR2062279、SRR206418024、および 

SRR5985187-598519425）において入手できる T. cinerariifolium の RNA-Seq データを、

アセンブルしたゲノムにHISAT2 version 2.2.1(Kim, Langmead, and Salzberg 2015)を用

いてマッピングし、遺伝子予測のためのイントロン情報を得た。その後、アセンブルしたゲ

ノムおよび得られたイントロン情報を、GenBankから入手できる既知の T. cinerariifolium

の遺伝子情報を読み込ませた AUGUSTUS 3.3.1 (Stanke et al. 2008)にかけた。E-valueの

カットオフ値 1.0 を用いて、HMMER 2.3.1 (Eddy 1998)における hmmpfam によって、

GyDB 2.0 (Llorens et al. 2011)に対比して、予測された遺伝子における転移因子



13 

 

（Transposable elements、以下、TE）を識別した。信頼度の高い遺伝子を識別するために、

InterProScan 5.6-48.0 (Jones et al. 2014)を用いて、既知タンパク質と類似の特徴をもつ非

TE遺伝子を検出し、Blast2GO (Conesa et al. 2005)を用いてアノテーションを行った。以

上のアノテーション情報は DDBJの bioproject accession code PRJDB8358 下にアップロ

ードした。 

4. TE 含有量と他の植物との属間比較解析 

既にゲノムが解明されている 6 つの植物、シロイヌナズナ（A. thaliana）（TAIR10 

(Lamesch et al. 2012)）、タバコ（N. tabacum）（Ntab-TN90 (Sierro et al. 2014)）、イネ（O. 

sativa）（assembly Build 4.0 (Rice Annotation et al. 2008)）、ヒマワリ（H. annuus）

（HA412HO_v1.1 (Badouin et al. 2017)）、クソニンジン（A. annua）（ASM311234v1 (Shen 

et al. 2018)）、およびキクタニギク（C. seticuspe）（CSE_r1.0 (Hirakawa et al. 2019)）に

ついても T. cinerariifolium と同様に TE含有量を推定した。Arabidopsis属モデルセット

およびデフォルトパラメータとともに AUGUSTUS 3.3.1 を用いて、これら植物ゲノムの

遺伝子コーディング領域を推定し、hmmpfam を用いて GyDB と対比させ、これらの予測

された遺伝子における TEを検出した。GyDB の分類に従って、ゲノム領域において TEの

各クレードが占める割合を蓄積スコアとして算出した。ORTHOSCOPE 法 (Inoue and 

Satoh 2019)を用いて、sire クレード TE および oryco クレード TE の分子系統樹も推定し

た。T. cinerariifolium、H. annuus、A. annua、および C. seticuspeにおいて、hmmpfam

で抽出された TE内の逆転写ドメインのアミノ酸配列を CLUSTAL W-mpi 0.13 (Li 2003)

によって整列させ、Fast Tree 2.1.10（JTTモデル、CAT近似）(Price, Dehal, and Arkin 

2010)を用いて、マトリクスベースの JTTモデル (Jones, Taylor, and Thornton 1992)に基

づきブートストラップ反復回数 100回で最尤系統樹を作成した。 

5. タンパク質スーパーファミリー含有量と他の植物との属間比較解析 

T. cinerariifoliumと同様に、本章第 2節の 3にて述べた既にゲノムが解明されている 6
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つの植物におけるタンパク質群の特性も InterProScanを用いて解析した。各スーパーファ

ミリーの特徴を有する遺伝子の数を測定し、InterProScan によって検出されたスーパーフ

ァミリーの特徴（Sig）と植物の属（Genus）の各組み合わせに対して、重複オッズスコア

を次のように算出した： 

𝑀𝑢𝑙𝑡𝑖𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑜𝑑𝑑𝑠 𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 (𝐺𝑒𝑛𝑢𝑠, 𝑆𝑖𝑔) =  𝑙𝑜𝑔2

𝑁(𝐺𝑒𝑛𝑢𝑠, 𝑆𝑖𝑔) + 𝑃𝑆

𝑁(𝑆𝑖𝑔)̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ + 𝑃𝑆
 

式中、N（Genus, Sig）はある植物の属（Genus）における、InterProScanによって検出さ

れたスーパーファミリーの特徴（Sig）を有する遺伝子数を表し、PSは疑似カウント定数を

表し、これを 0.5に設定した。機能性タンパク質に関する更なる解析について、各々のカテ

ゴリーで最も重複オッズスコアが高かったスーパーファミリーのタンパク質群の各々に対

して BLASTP解析（ver 2.7.1）(Altschul et al. 1997)を行った。Sambucus nigra アグル

チニン I（SNA-I、accession No. O22415.1）、A. thalianaのエチレンレセプター1（ETR1、

accession No. AAA70047.1）、A. thaliana のフェリチン -1（AtFer-1、accession No. 

CAA63932.1）をリボソーム不活性化タンパク質、シグナル伝達ヒスチジンキナーゼ、フェ

リチン様タンパク質のそれぞれのクエリとして用いた。検出されたタンパク質ペア（SNA-

I と Tci_399175、ETR1 と Tci_144982、AtFer-1 と Tci_154278）は CLUSTAL W-MPI 

0.13によって配列アラインメントを行った。T. cinerariifoliumのピレトリン生合成関連酵

素に関して、ORTHOSCOPE 法で、分子系統樹をさらに評価した。A. thaliana（TAIR10）、

N. tabacum（Ntab-TN90）、O. sativa（assembly Build 4.0）、H. annuus（HA412HO_v1.114）、

A. annua（ASM311234v1）、C. seticuspe（CSE_r1.0）、ブラックコットンウッド（Populus 

trichocarpa）（Pop_tri_v3 (Tuskan et al. 2006)）、タルウマゴヤシ（Medicago truncatula）

（MedtrA17_4.0 (Tang et al. 2014)）、ダイズ （Glycine max）（Glycine_max_v2.1 (Schmutz 

et al. 2010)）、トウモロコシ（Zea mays）（B73_RefGen_v4 (Jiao et al. 2017)）、ワタ 

Gossypium raimondii（Graimondii2_0 (Paterson et al. 2012)）、トマト（Solanaum 

lycopersicum）（SL3.0 (Shearer et al. 2014)）、およびヨーロッパブドウ（Vitis vinifera）
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（12X (Canaguier et al. 2017)）の各植物の予測タンパク質群に対して、BLASTP 2.7.1を

用いて、TciLOX1、TciJMH、TciCDS、および TciGLIP に関連する遺伝子を検出した。E-

value のカットオフ値を 10-3 として BLAST 検索においてヒットした配列をスクリーニン

グし、上位 10 番目までのヒットした配列を後の系統解析に用いた。これらの配列を

CLUSTAL W-mpi 0.13によってアライメントし、MEGAソフトウェア (Kumar et al. 2018)

を用いて、マトリクスベースの JTT モデルに基づきブートストラップ反復回数 500 回で

最尤系統樹を作成した。代謝遺伝子クラスタ（MGCs）は PhytoClust (Topfer, Fuchs, and 

Aharoni 2017)を用いて調査した。先行研究で使用されている値に従い (Topfer, Fuchs, and 

Aharoni 2017)、変数を 20 Kbp に設定した。ピレトリン類生合成関連酵素（TciLOX1、

TciJMH、TciCDS、および TciGLIP）をコードする遺伝子が存在するスキャフォールドに

含まれる遺伝子は、Genomjack ソフトウェアプログラム（三菱スペース・ソフトウェア、

東京、日本）を用いて可視化した。 
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第3節 結果 

1. T. cinerariifoliumゲノムの配列アセンブリングおよびアノテーション 

T. cinerariifoliumゲノムのペアエンド（PE）ライブラリおよびメイトペア（MP）ライ

ブラリ（それぞれ、インサートサイズ 3Kb、5Kbおよび 8Kb：MP-3Kb、MP-5Kb、およ

び MP-8Kb）を作成し、その後、Hiseq XおよびHiseq 4000解析機器を用いて配列を決定

した。PE、MP-3Kb、MP-5Kb、およびMP-8Kbのリードの総塩基数はそれぞれ、1,497 Gb、

135 Gb、166 Gb、および 95 Gbであった（表 2-1）。その後、出力されたリードに対してコ

ンティグアセンブリおよびスキャフォールディングを行い、ゲノム配列を推定した（図 2-

2）。SOAPdenovoおよび Platanusを用いて PEリードをアセンブルし、SSPACE-Longread

を用いてコンティグを統合することによって、総長 7.7 Gb、3,892,368のコンティグ（表 2-

2）を構築した。その後、リードのペア情報からコンティグ配列を結合する SSPACE-

STANDARDと、コンティグ間の未知の塩基を埋める Gapfillerを用いて、アセンブルした

コンティグを PEおよび MPリードによってスキャフォールディングした（図 2-2）。生じ

たスキャフォールドの総長は 7.1 Gbであり、これはフローサイトメトリーによって推定し

た T. cinerariifoliumのゲノムサイズに相当した。スキャフォールドのN50値は 14 Kbで

あり、スキャフォールドの最大長は 1.2 Mb であった（表 2-2）。その後、過去の T. 

cinerariifoliumの RNA-seq情報 (Xu et al. 2018; Khan et al. 2017)から作成された「イン

トロン情報」を用いて、ドラフトゲノム配列を AUGUSTUS によって解析し、その結果、

935,992個の推定遺伝子が予測された。ゲノムの完全性を評価するために、ドラフトゲノム

配列を BUSCOによる解析にかけ、ゲノム配列における完全な（C）、断片化した（F）、お

よび欠失した（M）保存遺伝子をカウントした。1440 個の保存されたコア植物遺伝子を用

いた解析から、T. cinerariifoliumのゲノムアセンブリにおいて、91.8%（82.3%が完全、9.5%

が断片化）の保存遺伝子が存在することが認められた（表 2-3）。他の植物のゲノムで検出

された保存遺伝子の割合は、アメリカネナシカズラ（Cuscuta campestris）で 83.8% (Vogel 
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et al. 2018)、Ruellia speciosa で 77.5% (Zhuang and Tripp 2017)、エゾムカシヨモギ

（Erigeron breviscapus）で 86.9% (Yang et al. 2017)、ライムギ（Secale cereal）で 89.0% 

(Bauer et al. 2017)であるため、今回決定した T. cinerariifoliumのドラフトゲノム配列は

これらと同等以上の高品質であることが示されたため、以後の解析にはこの T. 

cinerariifolium ドラフトゲノム配列を用いた。一般的に、植物ゲノム中には他の真核生物

ゲノムと比較して転移因子（Transposable Element: TE）が多く含まれる傾向があり、そ

の種類や数（重複度）が植物種によって異なるため、各植物のゲノムを特徴づけるうえで重

要な要素となる。そのため、通常、植物ゲノムの特徴を調べるに際して、TEプロファイル

の解析を伴うことが多い。そこで、最初に Gypsyデータベース（GyDB）に対する hmmpfam

を用いた T. cinerariifolium ゲノム中の TEのアノテーションを行ったところ、全ゲノムの

うち 2,397 Mbp（33.84%）を占める 525,098 個の TE の存在が明らかになった。TE をさ

らに分類したところ、Ty1/Copia、Ty3/Gypsy、Retroviridae、Caulimoviridae、Bel/Pao、

および他の TEがそれぞれ 1,135 Mbp（16.02%）、907 Mbp（12.81%）、222 Mbp（3.13%）、

88 Mbp（1.24%）、18 Mbp（0.25%）、および 28 Mbp（0.39%）を占めることが確認され

た。Ty1/Copiaおよび Ty3/Gypsyの間で、sire（Ty1/Copia、11.16%）、athila（Ty3/Gypsy、

5.76%）、del（Ty3/Gypsy、4.05%）、および oryco（Ty1/Copia、2.14%）クレードが豊富で

あった（表 2-3）。残る 410,894 個の非 TE 遺伝子を InterProScan にかけたところ、 既知

のタンパク質の特徴を示す 60,080個の推定遺伝子が明らかになった。以上より、高品質の

7.1 Gbの T. cinerariifoliumドラフトゲノム配列がアセンブルされ、1,497 Gbの PEリー

ドおよび 396 GbのMPリードに基づき、計 525,098個の TEと 60,080個の推定遺伝子を

含むことが確認できた。以上のアセンブルに使用したシーケンスリード、完成したドラフト

ゲノム配列およびアノテーション情報は DDBJ の bioproject accession code PRJDB8358

下にアップロードした。 
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表 2-1 シーケンスリードの統計 

PE: ショートインサートライブラリ、MP: メイトペアライブラリ 

  

Library Insert 

size 

(bp) 

Read 

length 

(bases) 

Number of 

reads 

Total read length 

(bases) 

Expected depth 

(=Total read length / 7.1 

Gb) 

PE 350 151 4,956,379,975 1,496,826,752,450 210.82 

MP-3Kb 3,000 101 665,902,933 134,512,392,466 18.95 

MP-5Kb 5,000 101 822,858,639 166,217,445,078 23.41 

MP-8Kb 8,000 101 471,281,672 95,198,897,744 13.41 
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図 2-2 ゲノムアセンブリ、遺伝子予測のフローチャート 

PANDAseqを用いる「プレアセンブリ」、SOAPdenovoおよび Platanusを用いる「コンテ

ィグアセンブリ」、BLASTNを用いる「クリーンアップ」、および SSPACE-longreadを用

いる「アセンブリ結果の併合」を含む 4段階の過程によって、PEリードをコンティグアセ

ンブリにかけた。その後、bowtie2を用いる「リード選択」、SSPACE-STANDARDを用い

る「スキャフォールディング」、および GapFillerを用いる「ギャップフィリング」を含む

3 段階の過程によって MP リードをスキャフォールディングにかけた。これらの操作によ
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り、ドラフトゲノム配列が得られた。その後、AUGUSTUS を用いる「遺伝子予測」、

hmmpfam を用いる「TE 検出」、および InterProScan を用いる「タンパク質のスーパー

ファミリー予測」を含む 3 段階の過程によって、ドラフトゲノム配列におけるコーディン

グ配列をアノテーションした。 
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表 2-2 ゲノムアセンブリの統計 

 

  

 Contigs Scaffolds 

Total number of sequence fragments 3,892,368 2,016,451 

Total length (bp) 7,710,571,398 7,084,225,540 

N50 (bp) 8,078 13,813 

Length of longest contig (bp) 1,189,490 1,185,691 

GC content (%) 35.1 35.1 
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表 2-3 ドラフトゲノムのアノテーション統計 

BUSCO の表記で C: 完全長の保存遺伝子の割合、F: 断片化している保存遺伝子の割合、

M: 検出できなかった保存遺伝子の割合、TE: 転移因子 

  

Number of predicted genes 935,992 

BUSCO v3 C: 82.3% (Single: 72.8%, Duplicated: 9.5%) 

F: 9.5% 

M: 8.2% 

Number of predicted TEs 525,098 

Region of TEs Total 2,397 Mbp (33.84%) 

Ty1/Copia 

Ty3/Gypsy 

Retroviridae 

Caulimoviridae 

Bel/Pao 

others 

 1,135 Mbp (16.02%) 

  907 Mbp (12.81%) 

  222 Mbp (3.13%) 

   88 Mbp (1.24%) 

   18 Mbp (0.25%) 

   28 Mbp (0.39%) 

Number of predicted genes 

encoding products with 

known protein signatures  

60,080 
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2. TEの属間比較解析 

シロイヌナズナ（A. thaliana）、タバコ（N. tabacum）、およびイネ（O. sativa）のゲノ

ムにおける TE を予測し、T. cinerariifolium の TE クレードと他の種のそれらとを比較し

たところ、T. cinerariifoliumにおいて他の植物ゲノムより 2 倍以上多い 2つの TE クレー

ドの存在が明らかになった（表 2-4）。T. cinerariifoliumにおいて、sireクレード TEは、

A. thaliana、N. tabacumおよび O. sativaよりそれぞれ、14.3倍、8.5倍、および 8.1倍

高い割合で存在することが認められた（表 2-4）。同様に、oryco クレード TE はそれぞれ、

2.2 倍、4.6 倍、および 2.6 倍高い割合で存在することが認められた。これらの結果から、

sire クレード TE および oryco クレード TE は、T. cinerariifolium ゲノムにおいて、他の

植物より大幅に高い割合を占めることが示された。さらに、T. cinerariifolium ゲノムにお

けるこれらの TE の割合を、他のキク科植物（C. seticuspe、A. annuaおよびH. annuus）

におけるこれらの TE の割合と比較したところ（表 2-5）、sire クレード TE および oryco

クレード TE はこれらのキク科の種のいずれにも顕著に豊富に含まれていることが証明さ

れた。キク科の共通祖先において、又は個々の種に独立して、sireクレード TEおよび oryco

クレード TEが重複したかどうかを評価するために、sireおよび orycoクレード TE内でコ

ードされた逆転写酵素ドメインの分子系統樹を解析し、種特異的な重複現象が起きた数を

反映する、単一種のクラスタ内における共クラスタリング遺伝子を計数した（図 2-3）。こ

れらの TE が共通祖先において重複していたのであれば、大半の TE が 50%より高いブー

トストラップ値でオーソロガスクラスタに位置すると予測され、そうでなければ、単一種で

構成されるクラスタに位置すると予測される。実際、sireクレード TEの 98%、92%、93%、

および 98%がそれぞれ T. cinerariifolium（図 2-3A）、C. seticuspe（図 2-3B）、A. annua

（図 2-3C）、および H. annuus（図 2-3D）において重複し、このことから、sireクレード

TEの大半が個々の種において重複したことが示される。同様に、orycoクレードTEの 85%、

69%、78%、および 89%がそれぞれの生物（図 2-3E～2-3H）において重複し、このことか
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ら、oryco クレード TE も大半が個々の種において重複したことが示されている。さらに、

sireクレード TEの 90%（図 2-3A）および orycoクレード TEの 49%（図 2-3E）が、8倍

又はそれ以上重複した遺伝子とクラスタを形成した。これらの結果から、sireクレード TE

および oryco クレード TE は個々のキク科の種において重複したことが明らかになった。

ゲノムスキャフォールドにおける TEの分布を、それぞれ 20 Kb 領域でコードされた sire

および orycoクレード TEの遺伝子の数をカウントすることによって解析した。図 2-4に示

すように、20 Kb毎に存在する sire（図 2-4A）および oryco（図 2-5B）クレード TE遺伝

子の頻度プロットを用いると、sire および oryco クレード TE 遺伝子が均一に分布してい

ることが観察された。さらに、いかなる TEクレードについても頻度プロットからは分布の

局在化は認められなかった（図 2-4C）。次に、当該 TEクレードの他のメンバーから 20 Kb

の領域以内にどれだけの TE数が存在するかを調べた。図 2-4Dに示すように、sireおよび

oryco クレード TE 遺伝子のそれぞれ 82.35％と 92.65％が、当該クレードの他の TE から

20 Kb以上離れて分布していた。これらのデータから、T. cinerariifoliumにおいて重複し

ている TEはゲノム全体にわたり散在していることが明らかになった。 
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表 2-4 T. cinerariifoliumと非キク科植物間におけるゲノム中の TE含有割合の比較 

括弧内の数値は各々のクレードに振り分けられた領域の長さ（bp）を示す。Tc: Tanacetum 

cinerariifolium、Nt: Nicotiana tabacum、Os: Oryza sativa、At: Arabidopsis thaliana、

TE: 転移因子 

  

Family Clade Tc Nt Os At 

Ty1/ 

Copia 
sire 

11.16 % 1.31 % 1.38 % 0.78 % 

(790,364,218) (47,853,545) (5,299,804) (936,463) 

Ty3/ 

Gypsy 
athila 

5.76 % 4.30 % 1.26 % 3.21 % 

(408,032,509) (156,681,791) (4,813,373) (3,843,212) 

Ty3/ 

Gypsy 
del 

4.05 % 17.59 % 3.08 % 0.96 % 

(286,557,581) (640,748,439) (11,774,484) (1,146,571) 

Ty1/ 

Copia 
oryco 

2.14 % 0.47 % 0.83 % 0.96 % 

(151,866,453) (17,163,885) (3,191,553) (1,150,943) 

Retro- 

viridae 
lentiviridae 

1.67 % 0.53 % 0.84 % 1.02 % 

(118,004,479) (19,437,617) (3,226,018) (1,219,271) 
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表 2-5 T. cinerariifoliumとキク科植物におけるゲノム中の TE含有割合の比較 

括弧内の数値は各々のクレードに振り分けられた領域の長さ（bp）を示す。Tc: Tanacetum 

cinerariifolium、Cs: Chrysanthemum seticuspe、Aa: Artemisia annua、Ha: Helianthus 

annuus、TE: 転移因子 

  

Family Clade Tc Cs Aa Ha 

Ty1/ 

Copia 
sire 

11.16 % 9.87 % 6.34 % 2.30 % 

(790,364,218) (268,554,348) (113,663,806) (83,863,222) 

Ty3/ 

Gypsy 
athila 

5.76 % 3.36 % 5.71 % 1.21 % 

(408,032,509) (91,399,675) (102,303,891) (44,010,125) 

Ty3/ 

Gypsy 
del 

4.05 % 1.55 % 1.91 % 8.80 % 

(286,557,581) (42,223,327) (34,214,927) (320,646,159) 

Ty1/ 

Copia 
oryco 

2.14 % 1.58 % 1.33 % 1.04 % 

(151,866,453) (42,884,278) (23,928,063) (37,770,638) 

Retro- 

viridae 
lentiviridae 

1.67 % 1.56 % 1.04 % 2.04 % 

(118,004,479) (42,471,725) (18,691,180) (74,263,619) 
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図 2-3 sireクレード TE (A～D)および orycoクレード TE (E～F)の重複解析 

sire クレード TE および oryco クレード TE の逆転写酵素ドメインを用いた分子系統樹に

基づき、各属に対して、単一の属クラスタにおいてクラスタ化している遺伝子の数をカウン

トした。この数は種特異的な重複現象の回数を反映する。T. cinerariifolium (A、E)、C. 

seticuspe (B、F)、A. annua (C、G)、および H. annuus (D、H)に対して、クラスタ化した

遺伝子の数を円グラフに示す。 
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図 2-4 T. cinerariifoliumのゲノム中における転移因子の分布 

sireクレード TE (A)、orycoクレード TE (B)およびその他のクレードの TE (C)の分布を、

円を用いて示した。20 Kbの領域毎で各々のスキャフォールド内にコードされている TEの

数を外円にプロットし、20 Kb毎の GC含有量を内円にヒートマップで示した。(D) sire、

orycoおよび全ての TEについて、各々の TEの周囲 20 Kbに存在する TEの数をヒストグ

ラムで示した。TE: 転移因子 
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3. T. cinerariifolium遺伝子の機能的アノテーションと属間比較解析 

次に、T. cinerariifoliumにおけるタンパク質スーパーファミリーの重複比について他の

種との比較を行った。具体的には、InterProScanを用いて、C. seticuspe、A. annua、H. 

annuus、N. tabacum、O. sativa、および A. thalianaのタンパク質データセットを解析し、

スーパーファミリーと種の各組み合わせに対して重複オッズスコアを算出した。重複オッ

ズスコアは、特定のスーパーファミリーの遺伝子について、ゲノム内にどの程度存在、重複

化しているかを異種生物間で比較し、数値化したものである。重複オッズスコアの正の値は、

特定のスーパーファミリーに対する遺伝子について、ある種が他の種より多く重複してい

ることを示唆している。生体防御、シグナリング、および代謝に関連するスーパーファミリ

ーに対して、T. cinerariifolium について高い重複オッズスコアを有するものを表 2-6 に示

した。 

生体防御に関連するスーパーファミリーに関して、「リボソーム不活性化タンパク質」

（IPR036041）および「リシン B 様レクチン」（IPR035992）は、いずれも II 型リボソー

ム不活性化タンパク質（以下、RIP）として分類され、T. cinerariifoliumにおいては、それ

ぞれ 2.05および 1.57 の重複オッズスコアを示した（表 2-6）。リシンを含む RIP は広範囲

の生物種に対して高い毒性を示し、産生植物にとって生体防御分子となる。例えば、N. 

tabacumの葉から分離・精製されたタバコ RIPは、青枯病菌（Pseudomonas solanacearum）、

火傷病菌（Erwinia amylovora）、および Shigella asonei に対して強力な抗菌活性を有する

ことが報告されている(Sharma et al. 2004)。ヨウシュヤマゴボウ（Phytolacca americana）

の葉の抽出物から精製した抗ウイルスタンパク質 (Obrig, Irvin, and Hardesty 1973)は、

タバコモザイクウイルス感染に対する全身抵抗性を増強することが報告されている (Zhu 

et al. 2016)。セイヨウニワトコ（Sambucus nigra）のアグルチニン I（SNA-I）は、カメム

シ目に対して殺虫効力を示すことが確認されている(Shahidi-Noghabi, Van Damme, and 

Smagghe 2008)。実際に、T. cinerariifolium の RIP に対する SNA-I をクエリとする
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BLASTP検索では、2.99×10-112の E-value値、37.89％の配列相同性を有する Tci_399175

が検出された。配列アラインメントと BLASTP の結果から、Tci_399175は、RIPドメイン

と Q-X-W モチーフを含んだ二つの RICIN ドメインを有することが分かった（図 2-5A）。

先行研究から、RIP ドメインは rRNA グリコシド結合の開裂に関与しており、一方で、

RICIN ドメインは標的細胞のグリカンへの結合を介した侵入に関与していることが示され

ている (Walsh, Dodd, and Hautbergue 2013)。この配列解析から、T. cinerariifoliumで重

複している RIPには、SNA-Iと類似の殺虫成分を含むことを示唆している。これらの所見

から、T. cinerariifoliumは、セスキテルペンラクトン類 (Ramirez, Saillard, et al. 2013) 

やピレトリン類 (Zito, Zieg, and Staba 1983) (DeMicco et al. 2010) のような低分子殺虫成

分だけでなく、昆虫に対する天然の毒性タンパク質をコードしている遺伝子を、他の植物と

比べて多数有することが示唆される。 

シグナリングに関連するスーパーファミリーに関して、「シグナル伝達ヒスチジンキナー

ゼ、二量体化／ホスホアクセプタードメイン」（IPR036097）、「Rho GDP-解離抑制ドメイ

ン」（IPR024792）、および「HECT、E3 リガーゼ触媒ドメイン」（IPR035983）は、T. 

cinerariifolium において特異的な重複を示し、重複オッズスコアはそれぞれ 1.39、1.32、

および 1.14であった（表 2-6）。いくつかの植物種はヒスチジンキナーゼ（エチレンレセプ

ターのように機能するタンパク質）と非エチレンレセプタータイプのヒスチジンキナーゼ

（例：サイトカイニンレセプター）(Sudre et al. 2013)を有することが知られている。A. 

thaliana のエチレン活性型キナーゼであるエチレンレセプター1（ETR1）(Chang et al. 

1993) をクエリとして用いた BLASTP検索により、G-X-Gモチーフを含む HATPase_cド

メインを有し、0の E-value値、69.18%の配列相同性を有する予測タンパク質 Tci_144982

が検出された（図 2-5B）。この配列解析から、T. cinerariifolium で重複しているヒスチジ

ンキナーゼには、ETR1と類似のエチレンレセプタータイプのヒスチジンキナーゼが含まれ

ることを示唆している。これらのシグナリング分子が T. cinerariifoliumにおいて特異的に
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重複していることから、T. cinerariifolium はシグナル伝達および調節タンパク質を種特異

的に重複させていることが示唆される。ピレトリン類の濃度および組成を調節する分子機

序は未だ明確にされていないが、これらの豊富なシグナリング関連タンパク質は、ピレトリ

ン生合成を調節する明らかな候補となりうる。 

代謝に関連するスーパーファミリーで高い遺伝子重複を示した「エノラーゼ様、C 末端

ドメイン」（IPR036849）、「シトクロム c オキシダーゼ様ドメイン」（IPR036909）、「リポ

キシゲナーゼ、C末端ドメイン」（IPR036226）、「アシル CoAデヒドロゲナーゼ／オキシダ

ーゼ N 末端ドメイン」（IPR037069）、および「金属依存性ヒドロラーゼ、複合ドメイン」

（IPR011059）の重複オッズスコアは、それぞれ、1.28、1.22、1.16、1.13、および 1.11 で

あった（表 2-6）。リポキシゲナーゼ（例えば、TciLOX1）およびアシル CoA デヒドロゲナ

ーゼ／オキシダーゼ（12-オキソ-cis-10,15-フィトジエン酸の酸化に関連する反応を触媒す

る酵素）は、ピレトリン類のアルコール部分のオキシリピン経路に関与することが知られて

いるため（図 2-1）、これらの重複オッズスコアは T. cinerariifoliumにおけるピレトリン類

およびジャスモン酸誘導体の特異的生合成に合致する。さらに、重複オッズスコア 0.37 の

「シトクロム P450」（IPR036396）が検出されたが、これは T. cinerariifoliumにおいて計

745個もの遺伝子が検出され、最も豊富な種類の遺伝子であった。実際、シトクロム P450

として分類されているタンパク質、TciJMHや TciPYSはジャスモロンやピレスロロンの生

合成に関与することが知られている（図 2-1）。このため、シトクロム P450 の重複は、T. 

cinerariifolium 特異的なジャスモン酸誘導体の生合成においてこの種類のタンパク質が果

たす役割と適合する。鉄輸送を担うフェリチン様スーパーファミリーの重複オッズスコア

は 1.42であることが確認された。A. thaliana において、フェリチン-1, 3および 4は、シ

トクロム P450 酵素をコードする多数の遺伝子の発現を制御することが知られている 

(Briat et al. 2010)。A. thaliana のフェリチン -1（AtFer-1）をクエリとする、T. 

cinerariifoliumのフェリチン様タンパク質に対する BLASTP検索では、5.64×10-115の E-
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value値、69％の配列相同性を有する Tci_154278が検出され、このタンパク質は保存され

た真核生物フェリチンドメインを含む鉄イオンチャネル、フェロオキシダーゼ二鉄中心、フ

ェリハイドライト核形成中心を有していた（図 2-5C）。この結果は、金属依存性ヒドロラー

ゼ、シトクロム c、アコニターゼ、リポキシゲナーゼ、および シトクロム P450 のような

金属利用酵素をコードしている遺伝子の重複と一致し（表 2-6）、T. cinerariifoliumでは、

種々の酵素反応とその調節に対して使用するために他の植物と比較して大量の金属を移入

する必要のあることが示唆される。 

低い重複オッズスコアを示したスーパーファミリーは、「エクスパンシン、セルロース結

合様ドメイン」（IPR036749）、「ミトコンドリア糖タンパク質」（IPR036561）、および

「ArfGAP ドメイン」（IPR038508）が認められ、重複オッズスコアはそれぞれ-0.53、-0.53、

および 0.49であった（表 2-7）。O. sativa、C. seticuspe、A. annua、およびH. annuusに

おけるこれらのスーパーファミリーの重複オッズスコアが T. cinerariifoliumにおける重複

オッズスコアと同等に低かった（表 2-7）ことから、これらスーパーファミリーのタンパク

質の数が少ないことは、キク科植物間で T. cinerariifoliumに特異的でないことが示唆され

た。それに対して、真菌病原体に対する防御において枢要な役割を果たすスーパーファミリ

ー、「エンドキチナーゼ様タンパク質」(Kasprzewska 2003) は T. cinerariifolium特異的な

低重複状態を示した。RIPの蓄積（表 2-6）およびエンドキチナーゼの数が少ないことから、

これらに付随する生体防御戦略は T. cinerariifoliumにおいて特異的に進化していることが

示唆された。 
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表 2-6 T. cinerariifoliumにおいて重複オッズスコアの高かったスーパーファミリー 

括弧内の数値は各々のスーパーファミリーに振り分けられた遺伝子の数を示す。Tc: 

Tanacetum cinerariifolium、Cs: Chrysanthemum seticuspe、Aa: Artemisia annua、Ha: 

Helianthus annuus、Nt: Nicotiana tabacum、Os: Oryza sativa、At: Arabidopsis thaliana 

  

Category InterPro ID Superfamily name Tc Cs Aa Ha Nt Os At 

Biodefense 
IPR036041 Ribosome-inactivating protein 2.05 

(98) 

-1.05 

(7) 

-0.24 

(16) 

-2.31 

(0) 

-2.31 

(0) 

-0.17 

(17) 

-2.31 

(0) 

Biodefense 
IPR035992 Ricin B-like lectins 1.57 

(69) 

-0.18 

(17) 

0.11 

(22) 

-1.06 

(7) 

-0.64 

(11) 

-0.94 

(8) 

-1.32 

(5) 

Signaling 
IPR036097 Signal transduction histidine kinase, 

dimerization/phosphoacceptor domain 

1.39 

(101) 

-0.64 

(21) 

-0.39 

(26) 

-0.3 

(28) 

0.33 

(46) 

-1.76 

(7) 

-0.76 

(19) 

Signaling 
IPR024792 Rho GDP-dissociation inhibitor domain  1.32 

(34) 

-0.06 

(10) 

-0.51 

(6) 

-0.27 

(8) 

-0.06 

(10) 

-0.97 

(3) 

-0.97 

(3) 

Signaling 
IPR035983 HECT, E3 ligase catalytic domain 1.14 

(72) 

0.4 

(41) 

-0.22 

(25) 

-0.6 

(18) 

0.09 

(32) 

-1.54 

(7) 

-0.95 

(13) 

Metabolism 
IPR012347 Ferritin-like 1.42 

(35) 

0.1 

(11) 

-0.58 

(5) 

-0.44 

(6) 

-0.73 

(4) 

-1.09 

(2) 

-0.44 

(6) 

Metabolism 
IPR036849 Enolase-like, C-terminal domain 1.28 

(50) 

-0.25 

(14) 

-0.18 

(15) 

-0.41 

(12) 

0.08 

(19) 

-1.04 

(6) 

-0.92 

(7) 

Metabolism 
IPR036909 Cytochrome c-like domain 1.22 

(39) 

-0.43 

(9) 

-0.78 

(6) 

-0.15 

(12) 

0.22 

(17) 

-0.66 

(7) 

-0.66 

(7) 

Metabolism 
IPR036226 Lipoxygenase, C-terminal domain 1.16 

(86) 

0.45 

(51) 

-0.14 

(32) 

-0.45 

(25) 

0.01 

(36) 

-1.18 

(13) 

-1.77 

(7) 

Metabolism 
IPR037069 Acyl-CoA dehydrogenase/oxidase, N-

terminal domain 

1.13 

(36) 

-0.53 

(8) 

-0.23 

(11) 

-0.14 

(12) 

0.29 

(18) 

-0.91 

(5) 

-0.77 

(6) 

Metabolism 
IPR032466 Metal-dependent hydrolase 1.11 

(94) 

-0.71 

(23) 

-0.47 

(28) 

0.1 

(44) 

0.37 

(54) 

-1.19 

(15) 

-0.56 

(26) 

Metabolism 
IPR036396 Cytochrome P450 0.37 

(745) 

0.35 

(732) 

0.26 

(688) 

-0.02 

(568) 

0.06 

(600) 

-0.86 

(314) 

-0.66 

(361) 
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表 2-7 T. cinerariifoliumにおいて重複オッズスコアの低かったスーパーファミリー 

括弧内の数値は各々のスーパーファミリーに振り分けられた遺伝子の数を示す。Tc: 

Tanacetum cinerariifolium、Cs: Chrysanthemum seticuspe、Aa: Artemisia annua、Ha: 

Helianthus annuus、Nt: Nicotiana tabacum、Os: Oryza sativa、At: Arabidopsis thaliana 

 

  

Category InterPro ID Superfamily name Tc Cs Aa Ha Nt Os At 

Biodefense 
IPR036861 Endochitinase-like  -1.15 

(1) 

-0.41 

(5) 

-0.28 

(6) 

0.51 

(14) 

0.26 

(11) 

0.07 

(9) 

0.35 

(12) 

Non-

specific 

IPR036749 Expansin, cellulose-binding-like domain  -0.53 

(36) 

-0.53 

(36) 

-0.08 

(51) 

0.02 

(55) 

0.61 

(85) 

0.18 

(62) 

-0.05 

(52) 

Non-

specific 

IPR036561 Mitochondrial glycoprotein  -0.53 

(6) 

-0.29 

(8) 

-0.29 

(8) 

-0.29 

(8) 

0.53 

(18) 

-0.09 

(10) 

0.53 

(18) 

Non-

specific 

IPR038508 ArfGAP domain  -0.49 

(24) 

-0.65 

(21) 

-0.3 

(28) 

0.56 

(55) 

0.67 

(60) 

-0.96 

(16) 

0.3 

(45) 
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図 2-5 RIP、ヒスチジンキナーゼおよびフェリチンのアミノ酸配列アラインメント 

(A) Tci_399175と Sambucus nigraアグルチニン I (SNA-I, accession No. O22415.1) 

(B) Tci_144982 と Arabidopsis thaliana エチレンレセプター1 (ETR1, accession No. 

AAA70047.1) 
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(C) Tci_154278と A. thalianaフェリチン-1 (AtFer-1, accession No. CAA63932.1)  

保存されているタンパク質ドメインは着色したハイライトもしくは下線で示す。 
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4. ピレトリン類生合成関連酵素の系統解析 

T. cinerariifolium の最も特徴的な特徴の 1 つはピレトリン類生合成経路の存在であり、

その合成には TciLOX1（T. cinerariifolium 13-リポキシゲナーゼ）、TciJMH（T. 

cinerariifolium ジャスモンヒドロキシラーゼ）、TciCDS（T. cinerariifolium クリサンテミ

ル二リン酸合成酵素）、および TciGLIP（T. cinerariifolium GDSL（Gly-Asp-Ser-Leu モチ

ーフ）リパーゼ）が関わる（図 2-1）。TciLOX1および TciJMHは、InterProScan解析によ

って T. cinerariifoliumにおいて豊富に存在することが認められたリポキシゲナーゼおよび

P450 スーパーファミリーと関連する。他方、TciCDS は一般的なテルペン合成酵素とは異

なり、イソプレノイド単位の非 head-to-tail シクラーゼ活性を有し、TciGLIP は一般的な 

GDSL リパーゼとは異なり、アシルトランスフェラーゼ活性を有するため、機能の観点か

らこれらの酵素を分類できる相応な InterProScanスーパーファミリーはない。したがって、

公的データベースから入手できる 13の異なる植物ゲノムから予測されたタンパク質群に対

して、TciLOX1、TciJMH、TciCDS、および TciGLIP をコードしている遺伝子の重複を、

BLAST検索を用いてさらに解析し、最尤系統樹を作成して分子系統解析を行った。 

TciLOX1は広く存在する植物酵素群の一つである。TciLOX1はリノレン酸の 13-ヒドロ

ペルオキシリノレン酸への変換を介してピレトリン類のアルコール部分の産生を担うこと

が確認されている（図 2-1）。TciLOX1配列をクエリとして用いた BLASTP検索から、134

個のタンパク質が検出され、このうち 9個が T. cinerariifoliumタンパク質、29個が他のキ

ク科植物のタンパク質、96 個が非キク科植物のタンパク質であり、これらのタンパク質と

TciLOX1 との配列相同性はそれぞれ 42.03～57.58%、42.31～95,26%、および 35.09～

75.38%であった。これらのタンパク質の分子系統解析から、TciLOX1は C. seticuspe、A. 

annua、および H. annuus タンパク質とオーソロガスクレードを形成したことが明らかに

なった（図 2-6A、クレード I）。このクレードはキク科植物のタンパク質のみより成る別の

クレードの近くに位置し（図 2-6A、クレード II）、これらのリポキシゲナーゼファミリーの
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タンパク質はキク科植物において重複したことが示唆された。さらに、これらのクレード

（図 2-6A、クレード Iおよび II）は大きなリポキシゲナーゼクレード（図 2-6A、クレード

III）に属し、これには TciLOX1と類似の 13S-リポキシゲナーゼ活性を有する A.thaliana

の LOX3 および 4 が含まれた。このリポキシゲナーゼクレードは、キク科植物がリノレン

酸リポキシゲナーゼ活性を共有するとの報告と一致した (Ramirez, Yang, et al. 2013)。 

TciJMH は、ピレトリン類を産生する植物属においてのみ報告されている、ジャスモン

からジャスモロンへの変換を触媒する（図 2-1）。クエリとして TciJMH 配列を用いた 

BLASTP検索により、136個のタンパク質が検出され、このうち 9個が T. cinerariifolium

タンパク質、30個が他のキク科植物のタンパク質、97個が非キク科植物のタンパク質であ

り、これらのタンパク質と TciJMH との配列相同性はそれぞれ 34.22～81.53%、37.67～

85.01%、および 36.44～58.01%であった。これらのタンパク質の分子系統解析から、

TciJMH は、2 つの T. cinerariifolium タンパク質と 18 個のキク科植物のタンパク質より

成る大きなクレード（図 2-6B、クレード II）内に、他の 1つの T. cinerariifoliumタンパク

質、2つの A. annuaタンパク質、および 1つの C. seticuspeタンパク質とサブクレードを

形成したことが明らかになった（図 2-6B、クレード I）。この大きなクレードへの包含は、

ジャスモンのジャスモロンへの変換がTanacetum属によってのみ報告されているという事

実とは反する (Li, Zhou, and Pichersky 2018)。これらの結果から、これら非 Tanacetum

属植物の TciJMH 様タンパク質は、非機能的であるか、又は別の植物性化学物質の生合成

経路に関与することが示唆された。  

TciCDS は、ジメチルアリル二リン酸のクリサンテミル二リン酸への変換によってテル

ペノイドの酸部分の形成に関与し（図 2-1）、これも種特異的なピレトリン類合成反応であ

ることが報告されている。クエリとして TciCDS配列を用いた BLASTP 検索により、122

個のタンパク質が検出され、このうち 9 個が T. cinerariifolium タンパク質、28 個が他の

キク科植物のタンパク質、85 個が非キク科植物のタンパク質であり、これらのタンパク質
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と TciCDS との配列相同性はそれぞれ 61.27～88.54%、36.36～93.52%、および 20.21～

66.57%であった。これらのタンパク質の分子系統解析から、TciCDS は、7 つの T. 

cinerariifoliumタンパク質と 17個のキク科植物のタンパク質より成る大きなクラスタ（図

2-6C、クレード II）内に、3つの A. annuaタンパク質および 3つの他の T. cinerariifolium

タンパク質とサブクレードを形成したことが明らかになった（図 2-6C、クレード I）。TciCDS

様タンパク質の系統樹には明白なオーソロガスクレードは含まれなかった。この結果は、ク

リサンテミル二リン酸を含む種特異的モノテルペンの産生機能が各々のキク科の属におい

て分岐するという報告と一致した (Liu et al. 2012)。これまでに、A. annuaはそのゲノム

内に多数のテルペンに関連する遺伝子座を有することが認められ、これらの遺伝子の産物

が種々の種特異的テルペンの生合成を担うことが報告されている (Shen et al. 2018)。これ

らの所見から、T. cinerariifolium内で多重化したテルペン生合成遺伝子も、A. annuaで報

告されたように、T. cinerariifolium において重複し、分岐しているという見解が裏付けら

れる。 

TciGLIP は、ピレトリン類の生合成経路において、菊酸部分およびピレスロロン部分の

エステル化によってピレトリン Iを合成する（図 2-1）。クエリとして TciGLIP配列を用い

た BLASTP検索により、135個の配列が検出され、このうち 9個が T. cinerariifoliumタ

ンパク質、30個が他のキク科植物のタンパク質、96個が非キク科植物のタンパク質であり、

これらのタンパク質とTciGLIPとの配列相同性はそれぞれ48.73～81.78%、31.87～79.35%、

および 30.38～53.35%であった。これらのタンパク質の分子系統解析から、TciGLIP は、

9 つの他の T. cinerariifolium タンパク質および 12 個のキク科植物のタンパク質より成る

大きなクラスタ（図 2-6D、クレード II）内に、1 つの A. annua タンパク質、2 つの C. 

seticuspeタンパク質、および 5つの TciGLIP以外の T. cinerariifoliumタンパク質とサブ

クレードを形成したことが明らかになった（図 2-6D、クレード I）。この系統樹から、T. 
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cinerariifoliumは TciGLIP関連タンパク質を大量に重複させたことが証明された。 
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図 2-6 ピレトリン類生合成関連酵素の分子系統樹 

TciLOX1 (A)、TciJMH (B)、TciCDS (C)、およびTciGLIP (D)と配列相同性を有するタンパ

ク質の分子系統樹を示す。ピレトリン類生合成関連酵素は青色で示す。T. cinerariifolium

のノードは赤色、キク科植物のタンパク質およびノードは橙色で示す。TcLOX1 (TciLOX1): 

T. cinerariifolium 13-リポキシゲナーゼ、TcJMH (TciJMH): T. cinerariifolium ジャスモ

ンヒドロキシラーゼ、TcCDS (TciCDS): T. cinerariifolium クリサンテミル二リン酸合成酵

素、TcGLIP (TciGLIP): T. cinerariifolium GDSL（Gly-Asp-Ser-Leuモチーフ）リパーゼ 
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5. ピレトリン類生合成関連酵素の分布解析 

近年の研究において、特有の植物代謝産物に関与している固有の代謝経路の構成要素を

コードする遺伝子は、ゲノム的に代謝遺伝子クラスタ（MGCs）として共局在、共制御され

ていることが知られている (Field and Osbourn 2008) (Topfer, Fuchs, and Aharoni 2017)。

ピレトリン類のMGCsで共局在している遺伝子を見出すために、ゲノム配列を PhytoClust 

(Topfer, Fuchs, and Aharoni 2017) を用いてクラスタ範囲と近隣領域をデフォルト設定で

解析した。しかし、T. cinerariifolium ゲノム内において、ピレトリン類生合成関連酵素を

コードする遺伝子座に MGCs は検出できなかった。更なる解析を可能にするために、

TciLOX1、TciJMH、TciCDS、TciGLIP をコードする遺伝子座を含むスキャフォールド内

の遺伝子分布を、Genomjackソフトウェアプログラムを用いて解析した。TciLOX1 をコー

ドする遺伝子はスキャフォールド sc00017724 に位置しており、1 つの推定タンパク質

（Tci_094327）をコードする遺伝子、4つの TE 遺伝子が共局在していた（図 2-7A）。クエ

リとして Tci_094327配列を用いた BLASTP 検索により、A. annua の SQUAMOSAプロ

モーター結合（SPB）転写因子（PWA57483.1）が E-value値が 2×10-35、52.35%の配列相

同性でヒットした。A. annua の SPB 転写因子はアルテミシニン B の生合成に関与するタ

ンパク質の発現を制御することから (Lv et al. 2019)、Tci_094327はオキシリピン経路の制

御因子の候補となる。TciJMHをコードする遺伝子はスキャフォールド sc00012411に位置

し、2つの輸送タンパク質（Tci_072426、Tci_072429）をコードする遺伝子、3つの TE遺

伝子が共局在して いた（図 2-7B）。TciCDS をコードする遺伝子はスキャフォールド

sc00057709に位置し、Tci_214196（BLASTP で明確なホモログを欠いたタンパク質）をコ

ードする遺伝子、1つの TE遺伝子が共局在していた（図 2-7C）。これらの結果から、他の

ピレトリン類生合成関連酵素をコードする遺伝子は、TciJMH や TciCDS の位置する遺伝

子座の付近には存在していないことを示している。対照的に、TciGLIP をコードする遺伝

子はスキャフォールド sc00006304 に位置し、2 つの GDSL ファミリーリパーゼ
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（Tci_043407、Tci_043410）、1 つのグルタチオン-S-トランスフェラーゼ（Tci_043405）、

1つの推定タンパク質（Tci_043408）をコードする遺伝子、2つの TE遺伝子が共局在して

いた（図 2-7D）。Tci_043407 と Tci_043410 は、TciGLIP と各々50.53％、41.10％の配列

相同性を有しており、このことはこれらの遺伝子が遺伝子重複によって生じ、 TciGLIPと

同様の活性を有した酵素をコードしている可能性を示唆している。以上より、SPB 転写因

子をコードする遺伝子が TciLOX1 をコードする遺伝子座の近傍に、2 つの GDSL リパー

ゼをコードする遺伝子が TciGLIP をコードする遺伝子座の近傍に存在していることを示し

ており、このことは、これら新規で発見された遺伝子が既知のピレトリン類生合成酵素をコ

ードする遺伝子と共制御している可能性があることを示唆している。 
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図 2-7 ピレトリン類生合成関連酵素の遺伝子座を含むスキャフォールド 

(A) TciLOX1、(B) TciJMH、(C) TciCDS、(D) TciGLIPをコードする遺伝子を含むスキャフ

ォールド上に存在する予測遺伝子を、GenomeJackソフトウェアを用いて可視化。GC含有

割合、非 TEコーディング領域、TEコーディング領域をそれぞれグレーの棒グラフ、赤色

矢印、青色矢印で示す。非 TE遺伝子上の赤色とピンク色の箱はそれぞれエキソンとタンパ

ク質コーディング領域を示す。TE遺伝子上の青色と水色の箱はそれぞれエキソンとタンパ

ク質コーディング領域を示す。TcLOX1 (TciLOX1): T. cinerariifolium 13-リポキシゲナー

ゼ、TcJMH (TciJMH): T. cinerariifolium ジャスモンヒドロキシラーゼ、TcCDS (TciCDS): 

T. cinerariifolium クリサンテミル二リン酸合成酵素、 TcGLIP (TciGLIP): T. 

cinerariifolium GDSL（Gly-Asp-Ser-Leuモチーフ）リパーゼ、TE: 転移因子  
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第4節 考察 

T. cinerariifoliumは、他のキク科の植物（C. seticuspeで 2.72 Gb、A. annuaで 1.74 

Gb、H. annuusで 3.6 Gb）と比べて著しく大きなゲノムサイズ（7.1 Gb）であることか

ら、T. cinerariifolium特異的な進化プロセスが生じていることが示唆される。これらの問

題に取り組むために、本章において、T. cinerariifoliumのドラフトゲノム配列の解析を行

った。一般的に、T. cinerariifoliumのような大きなサイズのゲノムのアセンブリは、不適

切なシーケンシング法および反復配列の存在に起因する多数のシーケンスエラーにより困

難となる (Michael and VanBuren 2015)。そのため、ゲノムの配列を高カバレッジにシー

ケンスし、エラーを修正するために PEリードによる 211倍のカバレッジおよび 反復配

列のアセンブリを許容するためにMPリードによる 56倍のカバレッジを設けた（表 2-

1）。さらに、大きなゲノムのアセンブリには PANDAseq（図 2-2）も有効であることが認

められている。というのも、このプログラムには、Illuminaシーケンサーに最適化された

エラー修正と、オーバーラップするペアエンド情報を用いたロングリードの作成工程が含

まれているためである (Masella et al. 2012)。本研究において用いた高カバレッジのリー

ドによるアセンブリ戦略から、7.1 Gbのゲノム配列が明らかになり、N50は 14 Kb、

BUSCO解析によって完全性は 91.8%であると判断された（表 2-2および 2-3）。生じたゲ

ノム配列から、T. cinerariifoliumゲノムには TEおよび多数のスーパーファミリータンパ

ク質をコードする遺伝子が重複していることが明らかになった。 

sireクレード TEおよび orycoクレード TEは、T. cinerariifoliumが他のキク科植物か

ら分岐した後に蓄積され（図 2-3）、これらのクレードの TEはそれぞれゲノム配列の 

11.16%および 2.14%を占めることが認められた（表 2-4）。sireクレード TEおよび oryco

クレード TEの蓄積は T. cinerariifoliumのゲノム肥大化の要因となりうる。さらに、TE

はトウガラシ属（Capsicum）においては植物耐病性関連遺伝子の重複に関与することが

示唆されている (Kim et al. 2017)。このような背景から、T. cinerariifoliumにおける



46 

 

sireクレード TEおよび orycoクレード TEの蓄積は、InterProScan解析によって検出さ

れたシグナリング、生体防御、および二次代謝産物生合成に関連する酵素群の T. 

cinerariifolium特異的な重複にも寄与していると思われる。 

T. cinerariifoliumで特に重複しているシグナリング関連スーパーファミリー遺伝子と

してヒスチジンキナーゼが検出された（表 2-6）。このファミリーには、A. thalianaの

ETR1 と配列相同性を有するエチレンレセプタータイプのヒスチジンキナーゼが含まれて

いることが示された（図 2-5B）。T. cinerariifolium は、植物体が傷つけられたときに特定

の組み合わせの揮発性有機化合物（VOCs）を発することによってピレトリン類生合成を

アップレギュレートすることが知られている (Kikuta et al. 2011) (Ueda, Kikuta, and 

Matsuda 2012)ことを考慮すると、これらの結果は、T. cinerariifoliumで重複しているヒ

スチジンキナーゼには、空気中に揮散される化合物への応答に関与する同キナーゼが含ま

れていることを示唆している。以上の結果と知見から、傷害誘導性 VOCsによるピレトリ

ン類生合成経路の構成要素のアップレギュレーションは、ヒスチジンキナーゼ介在性シグ

ナル伝達を介して生じることが示唆される。さらに、VOCsの生合成に関与することが知

られているリポキシゲナーゼ (Scala et al. 2013)も、T. cinerariifoliumにおいて種特異的

に重複していることが認められた（表 2-6）。これらの所見は、ピレトリン類生合成の

VOCs依存的調節機構を解明するための決定的な手掛かりとなる。 

T. cinerariifoliumで重複している生体防御に関連するスーパーファミリーの遺伝子に

は、植食性動物に対して毒性を示すリボソーム不活性化タンパク質（RIP）が含まれてい

た（表 2-6）。さらに、BLATPおよび配列アラインメントを用いた解析から、T. 

cinerariifoliumで重複している RIPには、SNA-Iと配列相同性を有している殺虫性のタ

ンパク質が含まれていることが示唆された（図 2-5A）。このことから、T. cinerariifolium

は、ピレトリン類のような毒性低分子の産生に加えて、毒性タンパク質を生体防御分子と

して産生する可能性があることが示唆される。それに対して、T. cinerariifoliumゲノム
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は、真菌類病原体に対する防御に関与することが知られているタンパク質の一種であるエ

ンドキチナーゼをコードする遺伝子を一つ含有するのみである（表 2-7）。これらの結果

は、Stagonosporopsis tanaceti および Didymella tanacetiのような真菌類によって引き

起こされる深刻な葉病害に対して T. cinerariifoliumの抵抗性が低いことと一致し (Scott 

et al. 2017)、T. cinerariifoliumは栽培において、真菌類病原体感染の予防に配慮する必要

があることを強調する。本ゲノム解析から、T. cinerariifoliumは、その原産地、すなわ

ち、現在の栽培地域より真菌類が少ないバルカン半島の乾燥した環境に適応しているとい

う見解が裏付けられた。結果として、この植物は、進化の過程でピレトリン類の獲得に加

え、植食性動物に対する効果的な防御物質として多くの RIPを獲得した種類が生き残った

可能性がある。 

T. cinerariifoliumは、多くのリポキシゲナーゼおよびシトクロム P450スーパーファミ

リーをコードしている遺伝子を重複させていることも認められ（表 2-6）、これらはピレト

リン類の生合成経路に関与する。ピレトリン類の生合成に関連する特有の遺伝子の存在

は、T. cinerariifoliumゲノムの最も顕著な特徴の 1つである。ピレトリン類の生合成に対

する酵素の分子系統解析から、ピレトリン Iを合成する TciGLIPのパラログ（図 2-1）

は、T. cinerariifoliumに特異的なクレードにおいてクラスタを形成する（図 2-6D、クレ

ード II）が、ジャスモンおよびクリサンテミル二リン酸をそれぞれ合成する TciJMH お

よび TciCDS のパラログ（図 2-1）は、キク科植物に特異的なクレードにおいてクラスタ

を形成する（図 2-6B および 2-6C、クレード II）ことが証明された。それに対して、13-

ヒドロペルオキシリノレン酸の合成を担い、広く存在する植物酵素の TciLOX1関連酵素

（図 2-1）は、非キク科植物のタンパク質を含むクレードにおいてクラスタを形成する

（図 2-6A、クレード III）。特に、テルぺノイド合成酵素として分類される TciCDS関連酵

素は、この分類の酵素が種々の種特異的テルペンを生合成することが知られている A. 

annua と同様に、T. cinerariifoliumにおいても重複し変化していた（図 2-6C）。したが
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って、これらの T. cinerariifoliumの重複したテルペノイド生合成酵素は、T. 

cinerariifolium特異的テルペノイド合成能と一致する。それに対して、ピレトリン類のア

ルコール部分の合成に対して重要な酵素である TciJMHは（図 2-1）、他の植物において

高度に保存されていることが認められた（図 2-6B）が、ジャスモロン、ピレスロロン、お

よびシネロロンを含むピレトリン類のアルコール部分は、Tanacetum属のメンバーにおい

てのみ報告されている (Li, Zhou, and Pichersky 2018)。これらの結果から、これらのア

ルコール部分が、Tanacetum属以外の植物では未だ確認されていないか、あるいは

TciJMH様タンパク質が他の基質に対して作用するのかどうかという疑問が浮上する。 

InterProScan解析により、T. cinerariifoliumゲノムでは、鉄輸送を担うタンパク質、

フェリチン様スーパーファミリーのタンパク質をコードしている遺伝子が重複しているこ

とが明らかになった。さらに、種々の鉄利用酵素も重複することが認められた（表 2-6）

が、これにはピレトリン類生合成経路の酵素（TciLOX1、TciJMH、および TciPYS）を包

含する分類であるリポキシゲナーゼおよびシトクロム P450スーパーファミリーのタンパ

ク質が含まれる。実際に、AtFer-1は A. thalianaにおいてシトクロム P450の発現を制御

することが報告されており (Briat et al. 2010)、T. cinerariifoliumで重複しているフェリ

チンをコードする遺伝子は、AtFer-1に類似するフェリチンをコードする遺伝子座を含む

（図 2-5C、Tci_154278）。これらの結果から、フェリチン様スーパーファミリーおよびピ

レトリン類を生合成するリポキシゲナーゼおよびシトクロム P450が、鉄の取り込みおよ

び生化学的寄与において相補的役割を果たすことを考えると、これらのタンパク質は T. 

cinerariifoliumにおいて共進化してきた可能性があるとの見解が裏付けられる。したがっ

て、これらの重複したフェリチン様スーパーファミリータンパク質と、重複した種特異的

なピレトリン類生合成酵素との機能的相関は興味深い。 

ピレトリン Iの生合成における最終エステル化反応において決定的役割を果たす

TciGLIP（図 2-1）の分子系統解析から、T. cinerariifoliumのゲノムにおいて TciGLIP関
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連タンパク質をコードしている遺伝子が分岐したことが明らかになった（図 2-6D）。これ

らから、TciGLIP（および他の可能性のあるタンパク質）は、この植物属の特定の系統に

おいてピレトリン類のエステル化における役割を獲得したという結果が示された。以前

に、ピレトリン酸とピレスロロン（ピレトリン II）に対する組換え TciGLIP の触媒活性

は、ピレトリン酸とジャスモロン（ジャスモリン II）、ピレトリン酸とシネロロン（シネ

リン II）、菊酸とピレスロロン（ピレトリン I）、菊酸とジャスモロン（ジャスモリン I）、

および菊酸とシネロロン（シネリン I）に対する活性より低いことが認められた (Kikuta 

et al. 2012)。これらの所見を合わせると、本研究から、新たに検出された TciGLIPファ

ミリータンパク質が、未同定のエステル化反応を触媒する可能性のあることが示唆される

（図 2-1）。 

特定の代謝経路の構成要素をコードする遺伝子は、特に特有の植物代謝物に対して、し

ばしば代謝遺伝子クラスタ（MGCs）を形成することを考慮すると、代謝活性に関与する

遺伝子座のゲノム中における共局在の情報も重要である。ピレトリン類の生合成に関与す

る既知の酵素でMGCsは検出されなかったが、SQUAMOSAプロモーター結合（SPB）

転写因子様タンパク質をコードする遺伝子が、TciLOX1をコードする遺伝子と共局在して

いることが分かった（図 2-7A）。A. annuaの SPB転写因子は A. annua特異のテルぺノ

イドであるアルテミシニン Bの生合成に関与するタンパク質をコードする遺伝子を制御す

る。TciLOX1はピレトリン類のテルぺノイド部位の生合成に関与しているのではなく、ア

ルコール部位の生合成に関与していることから（図 2-1）、この共局在している SPB転移

因子をコードする遺伝子が、ピレトリン類の生合成に関与しているかどうかというのは興

味深い所である。同様に、2つの GDSLリパーゼをコードする遺伝子が、TciGLIPをコー

ドする遺伝子座に共局在することも分かった（図 2-7D）。これらの新たに見つかった

GDSLリパーゼは、未解明のシネリン I、II、ジャスモリン I、II、ピレトリン IIのエステ

ル化反応の候補になる（図 2-1）。 
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本研究のゲノムおよび分子系統解析は、未同定のピレトリン類の生合成に至る経路およ

び付随する調節機構の検証に寄与することが期待される。さらに、本研究において得られ

た分子基盤により、T. cinerariifoliumの遺伝子組換え体やゲノム編集体の作成が容易にな

り、ピレトリン類を含め、有用な植物二次代謝物やタンパクの更なる効率的産生のための

代謝工学への道が開かれる。 
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第3章 T. coccineumゲノムの解読 

第1節 序論 

第 2 章ではピレトリン類高産生種の Tanacetum cinerariifolium のドラフトゲノムを明

らかにした。T. cinerariifoliumは、植物体が傷を受けた時に特定の揮発性有機化合物（VOCs）

を放出し、ピレトリン類の生合成が上昇することが知られている。興味深いことに、T. 

cinerariifolium において VOC 誘導性ヒスチジンキナーゼをはじめとする多くのヒスチジ

ンキナーゼがコードされていた。このことは、ヒスチジンキナーゼとピレトリン類生合成に

機能的な相関があることを示唆している。さらに、T. cinerariifolium は、リボソーム不活

性化タンパク質（RIP）コード遺伝子を他種より多く有している一方で、病原性真菌に対す

る防御に関与するエンドキチナーゼをコードする遺伝子の数は他種より少なくなっている。

防御関連遺伝子に関する上記の性質から、T. cinerariifolium は、その原産地域であるダル

マチア地方の乾燥した環境に存在する捕食者から防御できるよう、特有の進化を遂げたこ

とが示唆された。 

同属の種である Tanacetum coccineumは、T. cinerariifoliumと系統発生学的な関連が

強いにも関わらず、ピレトリン類の産生量がかなり少ない (Katsuda 2012)。また、T. 

coccineum は、温度や湿度が高いペルシャからコーカサス地方に至る地域を原産としてい

る一方で、T. cinerariifolium は比較的乾燥したダルマチア地方を原産としている。このよ

うに異なる気候の地域に分布することを考慮すると、上記 2 種の植物が環境によって異な

る外敵に対して、それぞれに特異的な防御戦略を獲得した可能性を示唆している。そこで、

これら 2 種のゲノムを比較することで、防御戦略の進化過程と多様化について明らかにす

ることができ、また、より効率的なピレトリン類生産や他の生体防御物質を同定することに

つながると期待される。 

本章において、T. coccineumのドラフトゲノムを明らかにし、T. cinerariifoliumとのゲ

ノムの比較解析を実施した。  
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第2節 実験の部 

1. 本研究で引用した植物の系統解析 

シロバナムシヨケギク（T. cinerariifolium）、アカバナムシヨケギク（T. coccineum）、

クソニンジン（Artemisia annua）、キクタニギク（Chrysanthemum seticuspe）、ヒマワリ

（Helianthus annuus）、タバコ（Nicotiana tabacum）、シロイヌナズナ（Arabidopsis 

thaliana）およびイネ（Oryza sativa）の内部転写スペーサー領域（ITS）1、ITS2、リブ

ロース 1,5-ビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ大サブユニット（rbcL）、マチ

ュラーゼ K（matK）の配列を NCBI データベース又は BLASTN から取得した。使用し

た塩基配列の accession No. は表 3-1に示した。C. seticuspeの ITS1、ITS2、rbcL、matK 

の塩基配列は、C. seticuspe ゲノム配列 (CSE_r1.0, (Hirakawa et al. 2019)) に対して

BLASTN（バージョン 2.7.1） (Altschul et al. 1997) を使用し、シロイヌナズナのものをクエ

リとして検出した。他植物との配列相同性の低かったイネを除き、塩基配列のアラインメント

について CLUSTAL W-mpi 0.13 (Li 2003)を用い、マトリクスベースの JTT 行列モデル 

(Jones, Taylor, and Thornton 1992)に基づいた最尤系統樹を、IQ-TREE 2.0.3 (Minh et al. 

2020)および FigTree v1.4.4 ソフトウェア（http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/）を用いて

ブートストラップ反復回数 1000回で作成した（図 3-1）。 
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表 3-1 本研究で引用した植物の系統解析に使用した塩基配列の accession No. 

ITS1: 内部転写スペーサー領域 1、ITS2: 内部転写スペーサー領域 2、rbcL: リブロース 1,5-

ビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ大サブユニット、matK: マチュラーゼ K  

species ITS1 ITS2 rbcL matK 

T. cinerariifolium AB359720.1 AB359806.1 MT104464.1 MT104464.1 

T. coccineum AB359721.1 AB359807.1 MT104463.1 MT104463.1 

A. annua KC493085.1 KC493085.1 MF623173.1 MF623173.1 

H. annuus KF767534.1 KF767534.1 L13929.1 AY215805.1 

N. tabacum AJ300215.1 AJ300215.1 AP019625.1 MZ707522.1 

A. thaliana X52320.1 X52320.1 NC_000932.1 MK380721.1 

O. sativa KM036282.1 KM036282.1 D00207.1 KM103369.1 
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図 3-1 本研究で引用した植物の分子系統樹 

系統樹の作成にあたって、各植物の内部転写スペーサー領域（ITS）1、ITS2、リブロース 1,5-ビ

スリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ大サブユニット（rbcL）、マチュラーゼ K（matK）

の塩基配列を、NCBI データべースもしくは BLASTN を用いて取得した。ITS1, ITS2, rbcL, 

matK の塩基配列は CLUSTAL W-mpi 0.13 でアラインメントを行い（配列相同性の低い O. 

sativaのものを除く）、JTT行列を用いたモデル（1000回のブートストラップを実施）に基づく

最尤系統樹を、IQ-TREE 2.0.3およびFigTree v1.4.4ソフトウェアを用いて作成した。 
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2. 植物材料およびゲノムシーケンシング 

T. coccineum（栽培品種: ロビンソンミックス）の種子を株式会社サカタのタネから購入

した（カタログ番号: 906435）。DNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）を、付属のプロトコル

に従い用いて種子からゲノム DNAを抽出した。抽出した DNAから、TruSeq DNA PCR-

Free キット（Illumina）を用いてショートインサートライブラリ（以下、PE）、Nextera 

Mate-Pair Sample Prep Kit （Illumina）を用いて 3 つの異なるインサートサイズ（3 Kb、

5 Kb、および 8 Kb）のメイトペアライブラリ（それぞれ MP-3kb、MP-5Kb および MP-

8Kb）をそれぞれ構築した。その後、PE および各 MP ライブラリに対し、NovaSeq 6000 

Illumina装置を用いて 151 bp × 2サイクルのペアエンドシーケンスを行った。また、抽出

した DNAよりMiseq用ライブラリ（以下、MS）を TrueSeq DNA PCR-Freeキットを用

いて構築した。MSライブラリに対し、Illumina Miseqシステムを用いて 301 bp × 2サイ

クルのペアエンドシーケンスを行った。さらに、抽出した DNAより PacBio用ライブラリ

（以下、PB）を SMRTbell Express Template Prep Kit（PacBio社）を用いて構築した。

PBライブラリに対し、PacBio Sequel IIシステムを用いてシーケンスを行った。 

3. フローサイトメトリーを用いたゲノムサイズ推定 

T. coccineumを野外（大阪府豊中市）で種子より 6カ月育成し、得られた植物体から葉

を取得した。カミソリを用いて葉より 5mm 平方の切片を切り出し、Quantum Stain UV 

and PI for DNA（Quantum Analysis 社）を用い、付属のプロトコルに従い処理を行った。

T. coccineumのゲノムサイズをサイトメーターCyFlow SL（Sysmex Partec社）を用いて

推定した。T. cinerariifolium（第 2 章第 2 節の 1 で使用した野生型 7.1 Gb）および C. 

seticuspe（3 Gb、栽培品種：Gojo-0）(Hirakawa et al. 2019)の葉の断片に対してもアッセ

イを行い、ゲノムサイズの対照とした。本研究で使用した C. seticuspe Gojo-0とその関連

情報については、ナショナルバイオリソースプロジェクトより得られる

（https://shigen.nig.ac.jp/chrysanthemum/top.jsp）。 
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4. k-mer深度解析を用いたゲノムサイズ推定 

さらに、ゲノムサイズを k-mer 深度解析 (Alm Rosenblad et al. 2021)を用いて推定し

た。各 k-merの出現数を Jellyfishソフトウェア (Marcais and Kingsford 2011)で計測し、

ホモ接合配列の k-mer 深度ピーク（C）を k-mer 深度のヒストグラムを用いて求めた。そ

の後、ゲノムサイズを以下の式で求めた。 

ゲノムサイズ =
𝑛 ∗ (𝐿 − 𝑘 + 1)

𝐶
 

n、L、kはそれぞれリード合計数、平均リード長、k-merサイズを示す。 

5. 遺伝子予測およびアノテーション 

第 2 章と同様に、取得したリード配列のクリーニングを行った。Truseq 又は Nexter 

Mate Pair Sample Prep Kit由来のアダプター、クオリティが低いリード、36 bp未満の長

さの短いリードを、Trimmomatic version 0.36 (Langdon 2015)を用いてトリミングした。

PE リードおよび MS リードからコンティグ配列を 3 段階のプロセス（「プレアセンブリ」、

「コンティグアセンブリ」、「クリーンアップ& 併合」）により作成した。第 1段階ではオー

バーラップを含むクリーンな PEリードについて PANDAseq (Masella et al. 2012)を用い

てプレアセンブリした。第 2 段階では、第 1 段階でプレアセンブルしたリードと残ったリ

ードで、80～127の複数 k-merに対し SOAPdenovo v2.04-r240 (Luo et al. 2012)を用いる

ことでコンティグ配列を作成した。その後、SOAPdenovo で作成したコンティグ配列につ

いて、他のコンティグ配列との配列相同性 95%以上であるコンティグ配列を除去および併

合することでクリーンアップし、コンティグ配列とした。 

第 2章とは異なり、PBリードを使用した「ハイブリッドアセンブル」のプロセスを取り

入れてプレスキャフォールドを作成した。このとき、SSPACE-longread v1-1 (Boetzer and 

Pirovano 2014)を用い、設定は最小オーバーラップ長を 20 bp、最小リンク数を 3、最大リ

ンク割合を 0.3とした。 

スキャフォールド配列は、3段階（「スキャフォールディング」、「ギャップフィリング」、
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「ポリッシング」）のプロセスで作成した。まず第 1 段階では、PE および MP リードを

bowtie バージョン 2.3.4.3 (Langdon 2015)を用い、--local オプションでマップし、コンテ

ィグ間を跨ぐようにマップされたリードペアを選択した。SSPACE-STANDARD version 

3.0 (Boetzer et al. 2011)（BaseClear）を用いて、最小リンク数を 3に設定して、選択した

リードおよびコンティグをスキャフォールディングした。第 2 段階で、GapFiller v1-10 

(Nadalin, Vezzi, and Policriti 2012)（BaseClear）を用い、最小オーバーラップ数を 30、

トリミングリード数を 10に設定して埋め、さらに PBリードを使用してパラメーターをデ

フォルト値とした TGS-Gapcloser (Xu et al. 2020)を用いて埋めた。第 3段階では、スキャ

フォールドを POLCAプログラム (Zimin and Salzberg 2020)を用いてポリッシングし、ド

ラフトゲノム配列を完成させた。以上のシーケンスリードおよび完成したドラフトゲノム

配列は DDBJの bioproject accession code PRJDB12537下にアップロードした。次に、こ

のドラフトゲノム配列の完全性を、embryophyta_odb9タンパク質セットを用い、BUSCO-

v5 (Manni et al. 2021)で評価した。 

6. 遺伝子の予測およびアノテーション 

既にゲノムが解明されている 6つの植物、A. thaliana （TAIR10 (Lamesch et al. 2012)）、

N. tabacum（Ntab-TN90 (Sierro et al. 2014)）、O. sativa（assembly Build 4.0 (Rice 

Annotation et al. 2008)）、H. annuus（HA412HO_v1.1 (Badouin et al. 2017)）、A. annua

（ASM311234v1 (Shen et al. 2018)）、C. seticuspe（CSE_r1.0 (Hirakawa et al. 2019)）

のゲノムについて転移因子（Transposable elements, TE）の含有量を推定し、T. coccineum

との比較を行った。シロイヌナズナモデルセットおよびパラメーターをデフォルト値とし

た AUGUSTUS 3.3.1 (Stanke et al. 2008)でこれら植物の遺伝子コーディング領域を推定

し、HMMER 2.3.1 (Eddy 1998)における hmmpfamを用いて GyDB (Llorens et al. 2011)

と対比させ、予測された遺伝子における TEを検出した。GyDBの分類に従って、ゲノム領

域における TE の各クレードが占める割合を蓄積スコアとして算出し、第 2 章の T. 



67 

 

cinerariifoliumゲノムの結果もあわせて比較を行った。 

del および tork クレード TE の分子系統樹も、ORTHOSCOPE 法 (Inoue and Satoh 

2019)を用いて第2章と同様に推定した。hmmpfamで抽出したT. cinerariifolium、A. annua、

C. seticuspe、H. annuusの TE内にコードされている逆転写酵素ドメインのアミノ酸配列

とともに、CLUSTAL W-mpi 0.13を用いてアライメントし、JTT行列を用いたモデルに基

づく最尤系統樹を、Fast Tree 2.1.10（JTTモデル、CAT近似）を用いてブートストラップ

反復回数 100回で作成した。 

7. ピレトリン類生合成関連酵素をコードする遺伝子の相同性検索およびシンテニー解析 

T. coccineumで予測されるタンパク質において、T. cinerariifoliumの既知のピレトリン

類生合成関連酵素と配列相同性が高いものを BLASTP 2.7.1 を用いて検出した。T. 

cinerariifoliumのピレトリン類生合成関連酵素 TciADH2（accession No. AUQ44118.1）、

TciALDH1（accession No. AUQ44119.1）、TciCCH（accession No. AGO03787.1）、TciCCMT

（accession No. QCP80351.1）、TciCDS（accession No. ADO17798.1）、TciGLIP（accession 

No. AFJ04755.1）、TciJMH（accession No. AXL93690.1）、TciLOX1（accession No. 

AGO03785.1）および TciPYS（accession No. AXL93709.1）との全体的な配列相同性が 85%

超であるトップヒット配列を、T. coccineum のピレトリン類生合成関連酵素とした。検出

された各タンパク質に対して、CLUSTAL W-mpi 0.13 を用いた配列アライメント、

InterProScan 5.33-72.0を用いたドメイン検索およびGenomjackソフトウェアプログラム

（三菱スペース・ソフトウェア、東京、日本）を用いたシンテニー解析を行った。 

8. タンパク質スーパーファミリー含有量と他の植物におけるそれとの比較解析 

本章第 2節 6で述べた、既にゲノムが解明されている植物 6種および T. cinerariifolium

に対し、InterProScan 解析を用い、タンパク質群の特徴を解析した。各スーパーファミリ

ーの特徴を有する遺伝子の数を求めてから、InterProScan で検出したスーパーファミリー

の特徴（Sig）および植物の属（Genus）の組み合わせに対する重複オッズスコアを第 2章
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と同様に、以下のように算出した。 

𝑀𝑢𝑙𝑡𝑖𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑜𝑑𝑑𝑠 𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 (𝐺𝑒𝑛𝑢𝑠, 𝑆𝑖𝑔) =  𝑙𝑜𝑔2

𝑁(𝐺𝑒𝑛𝑢𝑠, 𝑆𝑖𝑔) + 𝑃𝑆

𝑁(𝑆𝑖𝑔)̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ + 𝑃𝑆
 

式中、N（Genus, Sig）はある植物の属（Genus）における、InterProScanによって検出さ

れたスーパーファミリーの特徴（Sig）を有する遺伝子数を表し、PSは疑似カウント定数を

表し、これを 0.5に設定した。 

機能性タンパク質を更に解析すべく、RIP 関連スーパーファミリーの予測タンパク質に

対し、BLASTP 2.7.1 を行った。RIP のクエリには SNA-I（セイヨウニワトコ Sambucus 

nigraアグルチニン I、accession No. O22415.1）を用いた。SNA-Iと T. coccineumにて検

出したタンパク質 Tco_1336120 および T. cinerariifolium の Tci_399175（第 2 章参照、

accession No. GEY27201.1）に対して、CLUSTAL W-mpi 0.13を用いてアミノ酸配列をア

ライメントした。 

T. coccineum および T. cinerariifolium のヒスチジンキナーゼ関連スーパーファミリー

の予測タンパク質に対して、Conserved Domain Database (CDD v.3.19)  (Lu et al. 2020)

を用いたドメイン検索を行い、HATPアーゼ（ヒスチジンキナーゼ様 ATPase）および REC

（phosphoacceptor receiver）ドメインを検出した。さらに、A. thaliana エチレンレセプ

ター1（AtETR1、accession No. AAA70047.1）並びに T. coccineumおよび T. cinerariifolium

のヒスチジンキナーゼスーパーファミリータンパク質に対し、CLUSTAL W-mpi 0.13でア

ミノ酸配列をアライメントし、JTT行列を用いたモデルに基づく最尤系統樹を、MEGAソ

フトウェア (Kumar et al. 2018)を用いてブートストラップ反復回数 500回で作成して分子

系統解析を行った。 

 

  



69 

 

第3節 結果と考察 

1. T. coccineumゲノムのシーケンス 

T. coccineum ゲノムの PE ライブラリと 3 種の MP ライブラリ（MP-3Kb、MP-5Kb、

MP-8Kb）を作成して、Illumina NovaSeq 6000装置を用いてシーケンスした。Miseq用ラ

イブラリ（MS）を作成して、Illumina MiSeqシステムでシーケンスした。長いリードにつ

いては、PacBio用ライブラリ（PB）を作成して、PacBio Sequel IIシステムを用いてシー

ケンスした。配列リードの合計塩基数は、PE、MP-3Kb、MP-5Kb、MP-8Kb、MS、PBで、

それぞれ 854 Gb、99 Gb、108 Gb、109 Gb、27 Gb、93 Gbであった（表 3-2）。 
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表 3-2 シーケンスリードの統計 

PE、MP、MSライブラリのリードの長さは、シーケンシングの最大サイズを示す。PBラ

イブラリは平均サイズを示す。PE: ショートインサートライブラリ、MP: メイトペアライ

ブラリ、MS: Miseq用ライブラリ、PB: PacBio用ライブラリ 

  

Library Insert Size  Read Length Number of Total Read Length 

 (bp) (Bases) Reads (Bases) 

PE 350 151 5,732,398,372 854,270,829,961 

MP-3Kb 3000 151 698,859,570 99,096,491,543 

MP-5Kb 5000 151 750,513,382 107,931,325,410 

MP-8Kb 8000 151 762,709,822 109,359,355,641 

MS 550 301 97,731,712 26,503,089,921 

PB  Ave. 10,738 8,670,092 93,100,193,428 
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2. T. coccineumゲノムのサイズ推定 

DNAアセンブリに先立ち、T. coccineumの 1C DNA 量について、フローサイトメトリ

ーを用い、C. seticuspeゲノム（栽培品種：Gojo-0、3 pg/1C）(Hirakawa et al. 2019)を内

部標準として推定した。推定した T. coccineum DNA量は 9.4 pg/1Cであり（図 3-2A）、こ

れはゲノムサイズ約 9.4 Gbに相当する。このサイズは、Feulgen染色の光学密度分析によ

るゲノム推定で得られた過去の測定値 5.8 pg/1C の約 1.6 倍である (Bennett, Smith, and 

Heslop-Harrison 1982)。この 9.4 Gbというゲノムサイズの妥当性をさらに検証するため、

Jellyfishを用いて、T. coccineumゲノムの PEリードの k-merスペクトログラム解析を実

施したところ、k-merスペクトログラムには 2つの主要な分布がみられた（図 3-2B）。一つ

はカバレッジ値 1を最大値にとるものであり、もう一つはカバレッジ値 44を最大値とする

多峰性の分布であった。カバレッジ値 1 を最大値とする分布はシーケンスエラーによるも

のと考えられるため、両分布間で最小値をとっているカバレッジ値 11以上のデータを正し

いゲノム由来の k-merとして扱った。過去の研究に従うと (Alm Rosenblad et al. 2021)、

カバレッジ値 11 以上からなりカバレッジ値 44 で最大値をとる k-mer分布より推定したゲ

ノムサイズは 9.8 Gbであった。以上の解析により、今回の研究で用いた T. coccineumのゲ

ノムサイズは約 9 Gb であるという結論に達した。また、ピークがカバレッジ値 44 の他に

カバレッジ値 133にも別のピークが見られた（図 3-2B）。TEや単純反復配列などの繰り返

し配列がゲノム配列中に存在する場合、k-mer スペクトルが多峰性の分布となることが知

られている (Williams et al. 2013)。T. cinerariifoliumが T. coccineumの近縁にあり、多

くの TE をそのゲノム配列中に持つことから、T. coccineum についてもこの多峰性の分布

はゲノム中の TEの割合を示すと考えられる。 
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図 3-2  (A) フローサイトメトリー解析と(B) k-mer スペクトログラム解析による T. 

coccineumゲノムのサイズ推定 

（A）ヒストグラムは、フローサイトメトリー解析による C. seticuspe と T. coccineumの

相対 DNA量を示す。内部標準である C. seticuspe gojo-0（3 pg/1C）のピークを 100付近

（106.10）にセットしたところ、T. coccineum のピークが 330.75 となったことから、T. 

coccineumの DNA 量は約 9.4 pg/1Cと推定された。count: 核の個数、FL2: 相対 DNA量 

（B）T. coccineumの PEリードの k-merスペクトログラムを示す。  
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3. T. coccineumゲノムの配列アセンブリおよびアノテーション 

各種シーケンサーより得られたリードに、コンティグアセンブリおよびスキャフォール

ディングを行った（図 3-3）。SOAPdenovoを用いて PEリードおよびMSリードをアセン

ブリすることで、6,500,576個のコンティグ配列を作成し、合計長 8.57 Gbとなった（表 3-

3）。アセンブリ後のコンティグは、第 2 章と同様、PB リードおよび MP リードに対して、

コンティグ配列を連結する SSPACE、スキャフォールド中のコンティグ間にある不明な塩

基を埋める Gapfiller やさらに TGS-Gapcloser プログラムを用いてスキャフォールドにし

た（図 3-3）。ギャップを埋めた配列の正確性は、PEリードよりも配列の正確性が落ちる PB

リードに依存するため、スキャフォールド配列を POLCA でポリッシングした。このとき

得られたスキャフォールドの合計長は 9.46 Gb であり、これは、フローサイトメトリーで

推定した T. coccineum のゲノムサイズとよく一致していた（図 3-2A）。このスキャフォー

ルドの N50 値は 27.8 Kb、スキャフォールドにおける最大コンティグ長は 331 Kb であっ

た（表 3-3）。次にこのドラフトゲノムに対して、AUGUSTUSによる解析を行ったところ、

推定遺伝子数は 1,582,136であった。これらの予測遺伝子には TEなどの非機能的遺伝子が

含まれている。T. cinerariifolium（第 2章参照）と比較すると、T. coccineumゲノムの予

測遺伝子数は 167,245/Gb と予測されるため、T. cinerariifolium ゲノム遺伝子数の観察値

131,830/Gbと比べて大きくなっていた。 

ゲノム配列中の保存遺伝子について、完全（C）、断片化（F）、欠損（M）としてそれぞ

れ計数する BUSCO を用いて、ドラフトゲノム配列の完全性を評価した。コア植物遺伝子

として登録されている 1614 個の配列解析では、保存遺伝子の 97.8%が T. coccineum ゲノ

ムアセンブリに存在していること（92.7%が完全、5.1%が断片化）が確認できた（表 3-4）。

このスコアは第 2章で得られた T. cinerariifoliumのドラフトゲノムと同様にクオリティが

高いことを示している。よって、この T. coccineumのドラフトゲノムを以降の解析に用い

た。 
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T. cinerariifoliumを始めとする植物のゲノムでは機能性遺伝子よりも多くの TEが検出

されることから、アセンブリ後の T. coccineumゲノムの TEについて解析した。第 2章と

同様に、hmmpfam を GyDB に対して用いることで TE の検出およびアノテーションを行

い、772,794個のTEの存在を確認した。この結果、T. coccineumゲノムのTE数は82,212/Gb

と予測され、T. cinerariifolium ゲノムでの TE 数 73,957/Gb（第 2 章の結果より算出）と

比べて若干大きくなっていた。さらに、信頼度の高いアノテーションを得るために、予測遺

伝子に対し InterProScanを実施したところ、既知タンパク質の特徴を示す産物をコードす

る、103,680個の推定遺伝子の存在が明らかになった。以上から、PEリード 854 Gb、MP

リード 316 Gb、MS リード 26.5 Gb、PB リード 93.1 Gb より、高品質の 9.4 Gb の T. 

coccineumのドラフトゲノムがアセンブルされ、また、772,794個の TEと 103,680個の信

頼性の高い遺伝子を含んでいることが示された。以上のアセンブルに使用したシーケンス

リード、完成したドラフトゲノム配列およびアノテーション情報は DDBJ の bioproject 

accession code PRJDB12537下にアップロードした。 
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図 3-3 ゲノムアセンブリおよび遺伝子予測のフローチャート 

PEリードとMSリードは、コンティグアセンブリに供し、PANDA-seqを使用した「プレ

アセンブリ」、SOAP denovo を使用した「コンティグアセンブリ」、BLASTN を使用した

「クリーンアップ & 併合」の 3 行程を実施した。PB リードは SSPACE-longread を使用

したハイブリッドアセンブリに供し、プレスキャフォールドを作成した。MPリードはスキ

ャフォールド作成に供し、bowtie2を使用したリード選出を行い、SSPACE-STANDARDを

使用した「スキャフォールディング」、Gapfiller と TGS-Gapcloser を使用した「ギャップ

フィリング」、POLCA を使用した「ポリッシング」の 3 工程を実施した。これらの工程を

経て作成されたドラフトゲノムに対し、コーディング領域は、BUSCOを使用した「訓練デ

ータの作成」、 AUGUSTUSを使用した「遺伝子予測」、hmmpfamを使用した「TE検出」、
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InterProScanおよび Blast2GOを使用した「遺伝子アノテーション」の 4工程を実施した。

PE: ショートインサートライブラリ、MP: メイトペアライブラリ、MS: Miseq用ライブラ

リ、PB: PacBio用ライブラリ、TE: 転移因子 
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表 3-3 ゲノムアセンブリの統計 

 

 

  

 Contigs 
Scaffolds  

(before gapfilling) 
Draft Genome 

Total number of sequence 

fragments 
6,500,576 3,061,809 2,836,647 

Total length (bp) 8,565,698,618 9,395,951,224 9,463,677,832 

N50 (bp) 8,465 25,397 27,784 

Length of longest contig (bp) 149,916 329,693 331,286 

Gaps (bp) 0 777,041,487 724,210,424 

GC content (%) 34.9 35.1 35.1 
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表 3-4 ドラフトゲノムのアノテーション統計 

BUSCO の表記で C: 完全長の保存遺伝子の割合、F: 断片化している保存遺伝子の割合、

M: 検出できなかった保存遺伝子の割合、TE: 転移因子 

 

 

 

 

  

Number of Predicted Genes 1,582,136 

BUSCO v5 

C: 92.7% (Single: 70.8%, Duplicated: 21.9%) 

F: 5.1% 

M: 2.2% 

Number of predicted TEs 772,794 

Number of predicted genes encoding products 

with known protein signatures 
103,680 
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4. TEの属間比較解析 

T. coccineum、T. cinerariifolium、A. annua、C. seticuspe、H. annuus、N. tabacum、

O. sativa および A. thaliana のゲノムにおいてアノテーションされた TE を、GyDB 分類

に基づくクレードごとに分類し、各 TEクレードの全 TE領域に対する割合を解析した。キ

ク科に属するA. annua、C. seticuspeおよびH. annuus、並びにモデル生物のN. tabacum、

O. sativaおよび A. thaliana を第 2章の T. cinerariifoliumと同様に用いた。各植物の上位

5つのクレードを表 3-5に示す。T. coccineumでは TEクレードとして sireクレードの TE

が最も多くなっており、これは他キク科植物 3種（T. cinerariifolium、A. annuaおよび C. 

seticuspe）でも同様であった。T. cinerariifoliumゲノムでは、athilaクレードが 2番目に

多く、以下 del、oryco、lentiviridaeの順であった。また T. coccineumゲノムでは、delク

レードが 2番目に多く、以下 athila、oryco、torkの順であった。T. coccineumに特異的な

delおよび torkクレード TEの重複は、T. cinerariifoliumと T. coccineumが共通の祖先か

ら進化上分岐してから、これらの TEが重複したことを示唆している。 

del および tork クレード TE の重複が共通のキク科の祖先のものなのか、あるいは個別

の種で独立したものなのかを検証するため、第 2章と同様の手法を用い、delおよび torkク

レード TE内にコードされている逆転写酵素ドメインの分子系統樹を解析し、単一種で共ク

ラスタリングしている遺伝子数を計数した。この系統解析によると、T. coccineum、T. 

cinerariifolium、A. annua、C. seticuspe、H. annuusの delクレード TEのそれぞれ 67%、

62%、73%、68%、86%が重複クラスタを構成していることが明らかとなった（図 3-4A）。

同様に、torkクレード TEではそれぞれ 57%、37%、54%、38%、71%が重複クラスタを構

成していることが示された（図 3-4B）。上記の結果によると、各種において delクレード TE

の半分超と torkクレード TE の 3 分の 1 超が重複していたが、これ以外の TEでは、キク

科の共通祖先の TEが保存されていることが示された。これらの結果から、それぞれキク科

に属する各々の種で、delおよび torkクレード TEがおおむね重複しており、このことが T. 
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coccineumで TEが多くなっている理由と考えられた。 
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表 3-5 T. coccineumと他植物間における全 TE領域中の TE含有割合の比較 

括弧内の数値は、全 TE領域に対する各クレード TE領域の占める割合（％）を示す。 

Tco: Tanacetum coccineum、Tci: Tanacetum cinerariifolium、Cs: Chrysanthemum 

seticuspe、Aa: Artemisia annua、Ha: Helianthus annuus、Nt: Nicotiana tabacum、Os: 

Oryza sativa、At: Arabidopsis thaliana 

 

  

rank Tco Tci Cs Aa Ha Nt Os At 

1 sire sire sire sire del del tat athila 

 (25.7) (33.0) (32.0) (21.8) (37.7) (40.4) (11.4) (9.54) 

2 del athila athila athila sire tat retro-

viridae 

retro-

viridae 

 (15.3) (17.0) (10.9) (19.6) (9.85) (20.5) (8.97) (4.89) 

3 athila del oryco del lenti-

viridae 

athila del caulimo

virus 

 (12.5) (12.0) (5.11) (6.57) (8.72) (9.87) (8.39) (4.15) 

4 oryco oryco lenti-

viridae 

oryco tat sire tork badnav

irus 

 (7.25) (6.34) (5.06) (4.59) (6.76) (3.02) (4.73) (4.05) 

5 tork lenti-

viridae 

del tork athila tork alpha-

retrovir

idae 

tork 

 (4.70) (4.92) (5.03) (4.01) (5.17) (2.80) (4.66) (3.08) 
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図 3-4 （A）delクレードと（B）torkクレードの TEの重複解析 

delクレード TEと torkクレード TEの分子系統樹において、種特異的な重複現象の回数を

反映する、単一植物種内でクラスタを形成する遺伝子の数をカウントした。Tco: Tanacetum 

coccineum、 Tci: Tanacetum cinerariifolium、Cs: Chrysanthemum seticuspe、Aa: 

Artemisia annua、Ha: Helianthus annuus 
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5. T. coccineumゲノム内にコードされるピレトリン類生合成関連酵素 

T. coccineumで予測されるタンパク質の中で、T. cinerariifoliumのピレトリン類生合成

に関与すると知られている 9種のタンパク質（TciADH2 (Xu et al. 2018)、TciALDH1 (Xu 

et al. 2018) 、TciCCH (Xu et al. 2019)、TciCCMT (Xu et al. 2019)、TciCDS (Rivera et al. 

2001)、TciGLIP (Kikuta et al. 2012)、TciJMH (Li, Zhou, and Pichersky 2018)、TciLOX1 

(Ramirez et al. 2013)および TciPYS (Li et al. 2019)）について、それぞれのアミノ酸の配

列相同性が高いものが BLASTPで検出された（表 3-6）。これは、既知のピレトリン類生合

成関連酵素が完全なセットとして T. coccineumゲノム内に保存されていることを示してい

る。また、InterProScan を用いて、各タンパク質の保存ドメインが検出され、これらのタ

ンパク質が機能性であり、信頼性が高いものであることが確認できた。 
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表 3-6 T. coccineum ゲノム中にコードされている、既知のピレトリン類生合関連タンパ

ク質と一致するタンパク質 

Tci: Tanacetum cinerariifolium、Tco: Tanacetum coccineum、ADH2: アルコールデヒド

ロゲナーゼ 2、 ALDH1: アルデヒドデヒドロゲナーゼ 1、CCMT: 10-カルボキシクリサン

テム酸 10-メチルトランスフェラーゼ、CDS: クリサンテミル二リン酸合成酵素、CHH: ク

リサンテモール 10-ヒドロキシラーゼ、GLIP: GDSL (Gly-Asp-Ser-Leu モチーフ) リパー

ゼ、JMH: ジャスモンヒドロキシラーゼ、LOX1: 13-リポキシゲナーゼ、PYS: ピレスロロ

ン合成酵素 

 

  

Known 

Pyrethrin-

Related 

Enzymes 

Corresponding 

Proteins of  

T. coccineum 

Protein Sequence Similarity 

TciADH2 Tco_0487905 Identities = 340/378 (90%), Positives = 359/378 (95%), Gaps = 2/378 (1%) 

TciALDH1 Tco_0682217 Identities = 448/499 (90%), Positives = 471/499 (94%), Gaps = 1/499 (0%) 

TciCCH Tco_0360514 Identities = 470/498 (94%), Positives = 484/498 (97%), Gaps = 1/498 (0%) 

TciCCMT Tco_1190813 Identities = 358/374 (96%), Positives = 361/374 (97%), Gaps = 5/374 (1%) 

TciCDS Tco_1315810 Identities = 358/395 (91%), Positives = 374/395 (95%), Gaps = 0/395 (0%) 

TciGLIP Tco_1108878 Identities = 337/365 (92%), Positives = 348/365 (95%), Gaps = 0/365 (0%) 

TciJMH Tco_0572988 Identities = 450/512 (88%), Positives = 479/512 (94%), Gaps = 2/512 (0%) 

TciLOX1 Tco_0863779 Identities = 847/861 (98%), Positives = 853/861 (99%), Gaps = 0/861 (0%) 

TciPYS Tco_1240348 Identities = 465/488 (95%), Positives = 475/488 (97%), Gaps = 0/488 (0%) 
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6. ピレトリン類生合成関連酵素コード遺伝子のシンテニー解析 

GenomeJack ソフトウェアプログラムを用いて、TciADH2、TciALDH1、TciCCH、

TciCCMT、TciCDS、TciGLIP、TciJMH、TciLOX1および TciPYSに相当するタンパク質

をコードする遺伝子座を含むスキャフォールド中の遺伝子分布を解析した。全ての遺伝子

が別々のスキャフォールドに位置しており、また、TcoCCMT および TcoGLIP コード遺伝

子を除き、いずれのピレトリン類生合成関連酵素コード遺伝子もその近傍領域に TEが存在

していた。Jacalin 様レクチンドメインを含む Tco_1190812 タンパク質コード遺伝子が、

TcoCCMTタンパク質コード遺伝子の上流に位置していた（図 3-5A）。Tco_1190812のアミ

ノ酸配列をクエリとして用いた BLASTP 検索では、予測タンパク質として A. annuaのマ

ンノース結合レクチン（accession No. PWA73033.1）と配列相同性を有するものが E-value

値が 3 × 10−93、相同性が 92.72%で得られた。T. cinerariifolium ゲノムでも、対応する

Jacalin 様レクチンコード遺伝子（accession No. GEW32189.1）が TciCCMT コード遺伝

子座の上流にみられた。以上の結果から、当該 Jacalin 様レクチンコード遺伝子と

Tci(o)CCMTコード遺伝子のシンテニーが保存されていることが示された。 

TciGLIP は、ピレトリン類生合成の最終エステル化において主要な酵素である(Kikuta 

et al. 2012)（図 2-1）。シンテニー解析によると、TciGLIPおよび TcoGLIPコード遺伝子双

方の下流に、GLIP（Gly-Asp-Ser-Leu モチーフリパーゼ）をコードしていると推定される

オープンリーディングフレームが存在していることが示された。しかし、TciGLIP の上流

に位置する T. cinerariifoliumグルタチオン S-トランスフェラーゼコード遺伝子（accession 

No. GEU71427.1）および T. cinerariifoliumのタンデム GLIPコード遺伝子の下流に位置

する推定タンパク質コード遺伝子（accession No. GEU71430.1）は、T. coccineumゲノム

では TEに置き換えられていた（図 3-5B）。これは、T. coccineumと T. cinerariifoliumが

分岐した後、当該タンデム GLIP コード遺伝子座が転座していることを示している。

TciGLIP の転写制御機序はまだ明らかになっていないが、これら GLIP コード遺伝子の近
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傍領域の違いが、TciGLIPおよび TcoGLIPをコードする遺伝子で発現が異なる機序を検討

する手がかりとなりうる。今後、両者のゲノム構成がそれぞれの GLIP遺伝子の転写にどの

ように影響しているかを調べる予定である。 
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図 3-5 ピレトリン類生合成関連酵素(A) Tci(o) CCMT と(B) Tci(o)GLIP をコードする遺伝

子を含むスキャフォールド 

灰色の領域: ギャップ、赤色の矢印: タンパク質コード遺伝子、青色の矢印: 転移因子（TE） 
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7. T. coccineum遺伝子の機能アノテーションと属間の比較分析 

次に、タンパク質スーパーファミリーの重複比について、T. coccineumと別種とで比較

を行った。具体的には、T. coccineum、T. cinerafiiolium、C. seticuspe、A. annua、H. annuus、

N. tabacum、O. sativa および A. thaliana の予測タンパク質データセットに対し

InterProScan を用いた解析を行い、各スーパーファミリーにおける重複オッズスコアを算

出した。生体防御、シグナル伝達、代謝に関連するスーパーファミリーで、T. coccieumで

最大値を示したものと最小値を示したものに対し、T. cinerariifolium など他植物に対する

比較を行った（それぞれ表 3-7、3-8）。T. coccineumと T. cinerariifoliumを更に詳しく比

較するため、第 2 章で確認したスーパーファミリーと最大、最小値を示すスーパーファミ

リー表（それぞれ表 3-7、3-8）に記載されていないスーパーファミリーの重複オッズスコア

を表 3-9に示す。 

生体防御に関するスーパーファミリーのうち、「リボソーム不活性化タンパク質（RIP）」

（IPR036041）ドメインを含むタンパク質をコードする遺伝子で T. coccineumゲノムにお

ける重複が認められた（重複オッズスコアが 1.96、表 3-7）。第 2章での T. cinerariifolium

でもこのスーパーファミリーのタンパク質には重複が認められていた。「リボソーム不活性

化タンパク質（RIP）」（IPR036041）の重複オッズスコアは、T. coccineum ゲノムは T. 

cinerariifoliumゲノムの 1.5倍（表 3-7）であったが、「リシン B様レクチン」（IPR035992）

の重複オッズスコアは T. coccineumゲノムで、T. cinerariifoliumと比べて低くなっていた

（表 3-9）。リシンを含め RIPは、昆虫や細菌、ウイルスなど様々な生物種に対し高い毒性

を示しており、これを産生する植物の生体防御分子として働く(Bolognesi et al. 2016)。RIP

は、タイプ I とタイプ IIに分けられ、リシン B レクチンドメインを有しない方が前者、有

するほうが後者である(Zhu et al. 2018)。リシン Bレクチンドメインは、標的細胞のグリカ

ンに対する結合を通じ細胞内部へ移行するため、タイプ II RIPのほうがタイプ I RIPと比

べて毒性が高くなる。これらの結果より、毒性が高いタイプ IIの RIPをコードしている遺
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伝子が、T. coccineumゲノムと比べて T. cinerariifolium ゲノムでより多く重複しており、

自然環境では T. coccineumのほうが、T. cinerariifoliumと比べて外敵から影響を受けやす

い、あるいは感受性が高いと考えられる。第 2章において、Sambucus nigraの殺虫性 RIP

の SNA-I（S. nigra アグルチニン-I、accession No. O22415.1）(Shahidi-Noghabi, Van 

Damme, and Smagghe 2008)と類似のアミノ酸配列を持ち、殺虫性を有するタイプ II RIP

と推定される Tci_399175（accession No. GEY27201.1）をコードする遺伝子が、T. 

cinerariifolium ゲノム中に確認されている。T. coccineum ゲノムの予測タンパク質群に対

する SNA-Iアミノ酸配列をクエリとするBLASTP検索では、Tco_1336120が検出された。

標的細胞の認識に重要な RICIN ドメインのアライメントでは、当該殺虫性 RIP が T. 

coccineum ゲノムでもコードされるとの推定が確認できた（図 3-6）。この結果は、SNA-I

様の殺虫性 RIP が Tanacetum 属の両種で保存されていることを示すものであった。さら

に、今回の RIP遺伝子比較解析によって、T. coccineumゲノムでタイプ I RIPが多く、T. 

cinerariifoliumゲノムでタイプ II RIPが多いことが確認された。以上の配列解析から、上

記二種類の植物で RIP を用いた防御戦略が大きく異なることが示唆された。 

病原性真菌に対する防御に重要な役割「エンドキチナーゼ様スーパーファミリー」

（IPR036861）が、T. coccineum ゲノムにも他の植物種と同等のレベルで存在しており、

またこれは T. cinerariifolium よりも多かった（表 3-9）。これらの結果からは、T. 

cinerariifolium が乾燥地域を原産としているのに対し、T. coccineum は湿度の高い地域を

原産としていることを合わせると、これらの植物は病原性真菌に対しても防御機構を多様

化させていると推定される。 

代謝関連スーパーファミリーでは、「ウレアーゼαサブユニット」（IPR005848）、「リポ

キシゲナーゼ、C 末端ドメイン」（IPR036226）、「RuBisCo」（IPR033966）、「金属依存性

加水分解酵素」（IPR032466）、「エノラーゼ様、C末端ドメイン」（IPR036849）、「シトクロ

ム P450」（IPR036396）コード遺伝子は T. coccineumにおいて最大の遺伝子重複が起きて
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おり、重複オッズスコアはそれぞれ 2.36、1.86、1.60、1.48、1.38、0.90 であった（表 3-

7）。リポキシゲナーゼ、金属依存性加水分解酵素、シトクロム P450といった金属タンパク

質をコードする遺伝子の重複が特徴的であった。なお、同様の重複は第 2 章において T. 

cinerariifolium ゲノムでもみられている。一部のピレトリン類生合成関連タンパク質はシ

トクロム P450 又はリポキシゲナーゼのスーパーファミリーに属していることから、T. 

coccineumおよび T. cinerariifolium両種でピレトリン類を合成できることを考えると、こ

れらの遺伝子は、共通の祖先植物において重複したことが示唆される。T. coccineum ゲノ

ムにおけるシトクロム P450 スーパーファミリーコード遺伝子数は、T. cinerariifolium ゲ

ノムのものと比べて 1.6倍であった。分子系統解析によると、T. coccineumシトクロム P450

の 57%はオーソログ遺伝子クラスタに含まれていなかったが、独立したクラスタを構成し

ていた（図 3-7）。この分子系統樹は、一部のオーソロガスなシトクロム P450 の重複が T. 

coccineum のみの系統で生じたことを示唆している。以上より、T. cinerariifolium および

T. coccineum のシトクロム P450 がそれぞれの進化過程において重複することで、ピレト

リン類を始めとする種特異的な植物特有の代謝物の産生能を獲得したとする考えを支持す

るものである。また、この結果は、種特異的な二次的代謝物が T. coccineum で T. 

cinerariifolium より豊富である可能性を示唆している。T. coccineum の二次代謝物はほと

んど調べられていないため、同植物の二次代謝物についてさらなる検証が必要である。 

また、T. cinerariifolium と同様に、「HECT E3 ユビキチンリガーゼ触媒ドメイン」

（IPR035983）を有するタンパク質の高度な重複が T. coccineum でも見られた（表 3-7。

一方、RINGフィンガー型 E3ユビキチンリガーゼに含まれるドメインである「RCHY zinc-

ribbon」（IPR039512）を含むタンパク質の重複度は低かった（表 3-8）。この結果は、T. 

coccineum ゲノムにおいて HECT 型 E3 ユビキチンリガーゼをコードする遺伝子は重複さ

れているが、RINGフィンガー型 E3ユビキチンリガーゼは重複されていないことを示唆し

ている。このような E3ユビキチンリガーゼコード遺伝子の重複に明らかな不均衡がみられ
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ることの生物学的な意義については、さらなる研究が必要である。同様に、シグナル伝達ヒ

スチジンキナーゼの二量体化／リン酸受容体ドメイン」（IPR036097）を含むタンパク質を

コードする遺伝子が、T. cinerariifoliumゲノムでは重複していたが、T. coccineumゲノム

では重複していなかった（表 3-9）。植物では、日光、植物ホルモン、エチレンなど環境刺激

に対する反応にヒスチジンキナーゼが関与している。シロイヌナズナのエチレン受容体 1

（AtETR1）は、典型的な VOC誘導性ヒスチジンキナーゼであり、HATPアーゼ（ヒスチ

ジンキナーゼ様 ATPアーゼ）ドメインおよび REC（phophoacceptor receiver）ドメインを

有する (Shakeel et al. 2013)。T. coccineumおよび T. cinerariifoliumのヒスチジンキナー

ゼコード遺伝子に対し、HATPアーゼドメインと RECドメインの存在を調べた。これらド

メインを含む遺伝子数のデータは、図 3-8Aにベン図で示している。HATPアーゼドメイン

および REC ドメインの両方がコードされている遺伝子の数は、T. coccineum では 13、T. 

cinerariifoliumでは 38であった。ヒスチジンキナーゼと予測されるタンパク質の分子系統

樹を図 3-8Bに示す。T. cinerariifoliumのパラログ 5つと T. coccineumのパラログ 4つを

含むクラスタの中に AtETR1 が位置している。比較解析によると、オーソログのクラスタ

だけではなく、T. cinerariifolium特異的なクラスタ重複も確認された（図 3-8B、緑）。第 2

章において、VOCsを介した T. cinerariifoliumのピレトリン類産生の調節にかかわる VOC

誘導性ヒスチジンキナーゼの存在が示唆された。本研究でも、T. coccineum および T. 

cinerariifolium におけるピレトリン類産生量とヒスチジンキナーゼタンパク質の数との相

関性が示唆された。今回の結果は、T. coccineumでは、T. cineariifoliumと異なり種特異的

なヒスチジンキナーゼコード遺伝子の重複によるガス（VOCs）誘導型のピレトリン類産生

機構の獲得がなされていないことを示唆している。ヒスチジンキナーゼと VOCs 誘導型ピ

レトリン類産生との機能的な関係性については研究を続行中である。 

本研究では、T. coccineumのドラフトゲノムを明らかにした。T. coccineumと近縁の T. 

cinerariifolium の間でゲノムの比較分析を行ったところ、T. coccineum 遺伝子の特徴的な
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性質が明らかになり、これが T. coccineum と T. cinerariifolium の間でピレトリン類の産

生量が異なる原因と考えられた。 
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表 3-7 T. coccineumの中で重複オッズスコアの高いスーパーファミリー 

括弧内の数値は各々のスーパーファミリーに振り分けられた遺伝子の数を示す。Tco: 

Tanacetum coccineum、Tci: Tanacetum cinerariifolium、Cs: Chrysanthemum seticuspe、

Aa: Artemisia annua、Ha: Helianthus annuus、Nt: Nicotiana tabacum、Os: Oryza sativa、

At: Arabidopsis thaliana 

  

Category IPR ID 
Superfamily 

Name 
Tco Tci Cs Aa Ha Nt Os At 

Biodefense IPR036041 
Ribosome-

inactivating protein 

1.96 

(159) 

1.29 

(98) 

−1.81 

(7) 

−1.00 

(16) 

−3.07 

(0) 

−3.07 

(0) 

−0.94 

(17) 

−3.07 

(0) 

Metabolism IPR005848 Urease, alpha subunit  
2.36 

(108) 

−0.14 

(15) 

−1.87 

(1) 

−1.46 

(3) 

−1.87 

(1) 

−0.87 

(7) 

−2.14 

(0) 

−1.87 

(1) 

Metabolism IPR036226 
Lipoxygenase, 

C-terminal domain 

1.86 

(232) 

0.48 

(86) 

−0.22 

(51) 

−0.82 

(32) 

−1.12 

(25) 

−0.67 

(36) 

−1.86 

(13) 

−2.44 

(7) 

Metabolism IPR033966 RuBisCO 
1.60 

 (42) 

−0.25 

(8) 

0.05 

(11) 

−0.15 

(9) 

−1.37 

(1) 

−0.95 

(3) 

−0.25 

(8) 

−1.15 

(2) 

Metabolism IPR032466 
Metal- dependent 

hydrolase 

1.48 

(166) 

0.69 

(94) 

−1.13 

(23) 

−0.89 

(28) 

−0.32 

(44) 

−0.05 

(54) 

−1.61 

(15) 

−0.98 

(26) 

Metabolism IPR036849 
Enolase-like,  

C-terminal domain 

1.38 

(71) 

0.91 

(50) 

−0.62 

(14) 

−0.55 

(15) 

−0.78 

(12) 

−0.29 

(19) 

−1.41 

(6) 

−1.29 

(7) 

Metabolism IPR036396 
Cytochrome 

P450 

0.90 

(1220) 

0.19 

(745) 

0.16 

(732) 

0.07 

(688) 

−0.20 

(568) 

−0.12 

(600) 

−1.05 

(314) 

−0.85 

(361) 

Signaling IPR035983 HECT, E3 ligase  
1.22 

(95) 

0.84 

(72) 

0.10 

(41) 

−0.52 

(25) 

−0.90 

(18) 

−0.21 

(32) 

−1.84 

(7) 

−1.25 

(13) 
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表 3-8 T. coccineumの中で重複オッズスコアの低いスーパーファミリー 

括弧内の数値は各々のスーパーファミリーに振り分けられた遺伝子の数を示す。Tco: 

Tanacetum coccineum、Tci: Tanacetum cinerariifolium、Cs: Chrysanthemum seticuspe、

Aa: Artemisia annua、Ha: Helianthus annuus、Nt: Nicotiana tabacum、Os: Oryza sativa、

At: Arabidopsis thaliana 

  

Category IPR ID 
Superfamily 

Name 
Tco Tci Cs Aa Ha Nt Os At 

Signaling IPR039512 RCHY1, zinc-ribbon 
1.18 

(3) 

−0.48 

(8) 

−0.09 

(12) 

−0.09 

(12) 

−0.01 

(13) 

1.28 

(39) 

−0.72 

(6) 

0.09 

(12) 
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表 3-9 T. cinerariifolium（第 2章参照）で重複オッズスコアが特徴的なスーパーファミ

リー 

括弧内の数値は各々のスーパーファミリーに振り分けられた遺伝子の数を示す。Tco: 

Tanacetum coccineum、Tci: Tanacetum cinerariifolium、Cs: Chrysanthemum seticuspe、

Aa: Artemisia annua、Ha: Helianthus annuus、Nt: Nicotiana tabacum、Os: Oryza sativa、

At: Arabidopsis thaliana 

Category IPR ID 
Superfamily 

Name 
Tco Tci Cs Aa Ha Nt Os At 

Biodefense IPR035992 Ricin B-like lectins 
0.81 

(44) 

1.41 

(69) 

−0.34 

(17) 

−0.05 

(22) 

−1.22 

(7) 

−0.80 

(11) 

−1.10 

(8) 

−1.48 

(5) 

Biodefense IPR036861 Endochitinase-like 
−0.13 

(7) 

−1.13 

(1) 

−0.39 

(5) 

−0.25 

(6) 

0.53 

(14) 

0.29 

(11) 

0.09 

(9) 

0.37 

(12) 

Signaling IPR036097 

Signal transduction 

histidine kinase, 

dimeriza- 

tion/phosphoacceptor 

domain 

−0.11 

(32) 

−1.41 

(101) 

−0.62 

(21) 

−0.37 

(26) 

−0.28 

(28) 

0.35 

(46) 

−1.74 

(7) 

−0.74 

(19) 

Signaling IPR024792 
Rho GDP-dissociation 

inhibitor domain 

0.48 

(18) 

1.24 

(34) 

−0.14 

(10) 

−0.58 

(6) 

−0.34 

(8) 

−0.14 

(10) 

−1.04 

(3) 

−1.04 

(3) 

Metabolism IPR012347 Ferritin-like 
0.72 

(22) 

1.29 

(35) 

−0.03 

(11) 

−0.71 

(5) 

−0.57 

(6) 

−0.86 

(4) 

−1.23 

(2) 

−0.57 

(6) 

Metabolism IPR036909 
Cytochrome c-like 

domain 

0.40 

(21) 

1.16 

(39) 

−0.50 

(9) 

−0.84 

(6) 

−0.22 

(12) 

−0.16 

(17) 

−0.82 

(7) 

−0.82 

(7) 

Metabolism IPR037069 

Acyl-CoA dehydroge- 

nase/ 

oxidase, N-terminal 

domain 

0.45 

(22) 

1.05 

(36) 

−0.60 

(8) 

−0.30 

(11) 

−0.22 

(12) 

0.22 

(18) 

−0.98 

(5) 

−0.84 

(6) 
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図 3-6 RIPの RICINドメインのアミノ酸配列アラインメント 

セイヨウニワトコ Sambucus nigra agglutinin I (SNA-I, accession No. O22415.1)、T. 

cinerariifolium Tci_399175 (accession No. GEY27201.1) お よ び T. coccineum 

Tco_1336120の RICINドメインのアミノ酸配列アラインメントを示す。本アラインメント

は CLUSTAL W-mpi を用いて作成した。RICIN ドメインは緑色で強調した領域、RICIN

ドメイン中に保存されている Q-X-Wモチーフは赤字で示す。  
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図 3-7 T. coccineumと T. cinerariifolium ゲノムにおける、“シトクロム P450” 

(IPR036396) スーパーファミリードメインを有するタンパク質をコードする遺伝子の重複

解析 

Tco: Tanacetum coccineum、Tci: Tanacetum cinerariifolium 
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A 

T. coccineum T. cinerariifolium 

  

HATPase REC HATPase REC 

 

図 3-8 (A)ヒスチジンキナーゼドメインを含むタンパク質をコードする遺伝子の数、(B)

ヒスチジンキナーゼスーパーファミリー遺伝子の系統解析 

(A) T. coccineum と T. cinerariifoliumの、ヒスチジンキナーゼ様 ATPase (HATPase)もし

くは phosphoacceptor receiver (REC)ドメインを有するタンパク質をコードするヒスチ

ジンキナーゼスーパーファミリー遺伝子の数を示したベン図。  

15 13 1 34 38 4 

B 
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(B) T. coccineum と T. cinerariifoliumのシグナル伝達ヒスチジンキナーゼスーパーファミ

リーに属するタンパク質のアミノ酸配列を用いた系統樹。T. coccineum と T. 

cinerariifolium の遺伝子の名前は、それぞれ、Tco の接頭語がついたものと accession 

No. で示している。A. thalianaのエチレンレセプター1 (AtETR1) は赤色の円で囲って

いる。T. cinerariifolium の 5 つのパラログ T. coccineum の 4 つのパラログを含む

AtETR1のクラスターは青色の線で囲っている。T. cinerariifolium 特異的なクラスタは

緑色の円弧で示している。 
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第4章 TciGLIPのトランスフェラーゼ活性に重要な部位の特定 

第1節 序論 

第 2章序論で述べた通り、Tanacetum cinerariifoliumのピレトリン類生合成において、

T. cinerariifolium GDSL（Gly-Asp-Ser-Leuモチーフ）リパーゼ（TciGLIP）は、ピレトリ

ン類のうちの一つであるピレトリン I の最終エステル化を担う重要な酵素である (Kikuta 

et al. 2012)。TciGLIPは GDSL エステラーゼ/リパーゼファミリータンパク質（GELPs）

の一員であり、GELPs は GDSX（Gly-Asp-Ser-X）コンセンサス配列に特徴づけられるリ

パーゼの一種である。GELPsは植物において、発芽 (Clauss et al. 2008) 、受粉における

花粉の相互作用 (Takahashi et al. 2010)、脂質代謝 (Gao et al. 2017)、二次代謝 (Ruppert 

et al. 2005)といった様々な生物学的機能に関与している (Shen et al. 2022)。標準的な

GELPs はエステラーゼ活性（加水分解活性）を有するが、数種の GELPs はトランスフェ

ラーゼ活性を有する。TciGLIP はピレトリン I のエステル化、つまりトランスフェラーゼ

活性の他に、ピレトリン Iに対するエステラーゼ活性も有するが、その活性はトランスフェ

ラーゼ活性よりも低い (Kikuta et al. 2012)。このトランスフェラーゼ活性を有する GELPs

（tr-GELPs）は TciGLIP の他に、Tanacetum coccineumにおける TciGLIPのオーソログ

である、T. coccineum GDSLリパーゼ（TcoGLIP）がある（本論文第 3章および (Zeng et 

al. 2021)）。また、別の植物属では、コムギ（Triticum aestivum）の T. aestivum キサン

トフィルアシルトランスフェラーゼ（TaXAT）は、キサントフィルとトリアシルグリセリド

をキサントフィルエステルに変換する tr-GELP であり、TaXAT も TciGLIP と同様に、キ

サントフィルエステルに対するエステラーゼ活性よりもトランスフェラーゼ活性の方が高

い (Watkins et al. 2019)。さらに、トマト（Solanum lycopersicum）の S. lycopersicum ク

ロロゲネート: グルカレート カフェオイルトランスフェラーゼ（SlCGT）は、トランスフ

ェラーゼ活性を有する一方で、エステラーゼ活性を失った tr-GELPとして最初に発見され

た (Teutschbein et al. 2010) 。このような数種の GELPsにおけるトランスフェラーゼ活
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性は、タンパク質構造に起因する基質親和性によるものであり、これらの特徴は tr-GELPs

間で共有されていると考えられる。GELP に関する多くの研究において、エステラーゼ活

性の一般的な活性中心は、Gly-Asp-His の 3 残基からなる catalytic triad と呼ばれる部位

であることが示されている (Akoh et al. 2004)。TciGLIP でも、catalytic triad の点変異

（S40A、D318Aおよび H321A）によって、トランスフェラーゼ活性が失われるが (Kikuta 

et al. 2012) (Kikuta et al. 2013)、一方で、SlCGTにおける同様の点変異（H331A）はトラ

ンスフェラーゼ活性に影響を与えないことが報告されており(Teutschbein et al. 2010)、ト

ランスフェラーゼ活性に重要な残基は、エステラーゼ活性のそれと完全に一致していない

ことを示している。これらの知見は、tr-GELP のトランスフェラーゼ活性に重要な残基が

catalytic triad 以外にも存在することを示唆する。本章では、tr-GELPs間で共通のトラン

スフェラーゼ活性に重要な残基を two entropy 解析を用いて特定し、TciGLIP におけるこ

れら残基の変異による影響を構造モデル予測および結合シミュレーションによって検証し

た。 
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第2節 実験の部 

1. シーケンスアラインメントおよび分子系統解析 

基質既知のGELPsについて、4つの tr-GELP（TciGLIP、TcoGLIP、TaXATおよびSlCGT）、

およびエステラーゼ活性を有するGELPs（est-GELPs）としてAtCDEF1（Arabidopsis thaliana 

cuticle destructing factor 1）(Takahashi et al. 2010)、BnSCE3（Brassica napus sinapine 

esterase） (Clauss et al. 2008)、CpEST （Carica papaya esterase） (Abdelkafi et al. 2009)、

FvGELP1（Fragaria vesca GDSL esterase/lipase）(Lucia, Fong-Chin, and Wilfried 2022)、

OsGLIP1（Oryza sativa GDSL lipase）(Gao et al. 2017)およびRsAAE（Rauvolfia serpentine 

acetylajmalan acetylesterase）(Ruppert et al. 2005)の 6つのアミノ酸配列をNCBIデータベー

スから取得した。それぞれのアミノ酸配列の accession No.を表 4-1に示す。また、上記 10個の

各GELPs のアミノ酸配列をクエリとしてNR データベースに対して BLASTP を行い、各クエ

リに対してヒットした上位 30個のアミノ酸配列をE-value値 10-3を閾値としてスクリーニング

し、重複している配列を除去して推定GELPs として用いた。得られた全GELPs のアミノ酸配

列について、CLUSTAL W-mpi 0.13 (Li 2003)を用いてアライメントし、JTT行列を用いた

モデル (Jones, Taylor, and Thornton 1992)に基づく最尤系統樹を、Fast Tree 2.1.10（JTT

モデル、CAT近似）(Price, Dehal, and Arkin 2010)を用いてブートストラップ反復回数 100

回で作成した。 
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表 4-1 本研究で引用した基質既知のGELPsの accession No. 

GELPs: GDSL（Gly-Asp-Ser-Leuモチーフ）エステラーゼ/リパーゼファミリータンパク質 

tr-GELPs: トランスフェラーゼ活性を示すGELPs 

est-GELPs: エステラーゼ活性を示すGELPs 

  

Group Protein name Accession No. 

tr-GELPs TciGLIP Tanacetum cinerariifolium GDSL lipase AFJ04755.1 

TcoGLIP Tanacetum coccineum GDSL liapse GJR32646.1 

TaXAT Triticum aestivum xanthophyll acyltransferase QEM23753.1 

SlCGT Solanum lycopersicum chlorogenate: glucarate 

caffeoyltransferase 

CBV37053.1 

est-GELPs AtCDEF1 Arabidopsis thaliana cuticle destructing factor 1 NP_194743.1 

BnSCE3 Brassica napus sinapine esterase Q3ZFI4.1 

CpEST Carica papaya esterase P86276.1 

FvGELP1 Fragaria vesca GDSL esterase/lipase XP_004304671.2 

OsGELP1 Oryza sativa GDSL lipase APX55003.1 

RsAAE Rauvolfia serpentine acetylajmalan acetylesterase AAW88320.1 
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2. Two entropy解析 

GELPsのアミノ酸配列アラインメント中で、トランスフェラーゼ活性と相関のあるアミ

ノ酸位置の特定のため、過去の研究に則り(Ye et al. 2006)、Shannon’s entropyの計算を行

った。要約すると、tr-GELPsとその他の GELPs（est-GELPsおよび推定 GELPs）につい

て、アラインメント中の位置 pにおける entorpy値（Ep）を下記計算式で求めた。 

𝐸𝑝 =  − ∑
𝑁𝑎,𝑝

𝑁𝑎𝑙𝑙

20

𝑎=1

log10

𝑁𝑎,𝑝

𝑁𝑎𝑙𝑙
 

Na,pはアラインメント中の位置 pにおけるアミノ酸 aを有する配列の個数を、BLOSUM62-

based pseudo-count strategy (Zea et al. 2017)を用いて補正した値である。Nallはアライン

メント内の全ての配列の数を示している。Pesudo-countは 2.00と設定した。 

3. TciGLIPのタンパク質構造モデリングおよび基質結合シミュレーション 

天然型の TciGLIP および 4 種の点変異体（S339A、G64A、D336A および R153A）の

各々のアミノ酸配列について、ColabFold（AlphaFold2 with MMseqs2）(Mirdita et al. 

2022)のデフォルト設定にてタンパク質構造モデルの予測を行い、各タンパク質のエネルギ

ー下位 5つのモデルを以降の解析に使用した。Pyrethrin Iの基質である chrysanthemoyl-

CoA（CHEBI: 143950）および pyrethrolone（CHEBI: 39111）の分子構造ファイルは、

ChEBI データベース（https://www.ebi.ac.uk/chebi/init.do）からダウンロードし、それぞ

れの基質分子の CHARMM（Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics）力場は、

Spartan’18 v1.4.5（Wavefunction, Inc.）を用いて最小化処理を行った。天然型の TciGLIP

および変異体の各々の構造モデルに対し、chrysanthemoyl-CoA を基質として AutoDock 

Vina 1.1.2 (Trott and Olson 2010)を使用して結合モデルを作成した。条件は、グリッドポ

イントを x: 36、y: 42、z: 44とし、0.375 Åで分割、exhaustivenessを 100、num_modes

を最大値の 20、その他のパラメーターをデフォルトに設定した。Chrysanthemoyl-CoAの

チオールエステル部分の硫黄原子と、TciGLIP の catalytic triad を構成する His321 の C-
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2 原子との距離を基準に、chrysanthemoyl-CoA 結合 TciGLIP モデルを選出した。さらに

同様に AutoDock Vina を用いて、chrysanthemoyl-CoA 結合 TciGLIP モデルに対する

pyrethroloneの結合モデルの作成を行った。グリッドポイントを x: 18、y: 24、z: 22とし、

0.375 Å で分割、exhaustiveness を 100、num_modes を最大値の 20、その他のパラメー

ターをデフォルトに設定した。各 TciGLIPについて、chrysanthemoyl-CoAと pyrethrolone

の両基質が catalytic triad の近傍に存在するモデルを計数し、天然型 TciGLIP を対象とす

る Dunnett’s testを用いて有意水準 0.05にて有意差を調べた。タンパク質モデルの視覚化

は UCSF Chimera 1.16 (Pettersen et al. 2004)を用いて行った。 
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第3節 結果と考察 

1. GELPsのシーケンスアラインメントおよび two entropy解析 

基質既知のGELPsについて、TciGLIP、TcoGLIP、TaXATおよびSlCGTの 4つの tr-GELP

およびAtCDEF1、BnSCE3、CpEST、FvGELP1、OsGLIP1およびRsAAEの 6つの est-GELP

のアミノ酸配列を NCBI データベースから取得した。上記 GELPs に加え、BLASTP を用いて

上記GELPsをクエリとした推定GELPsを取得した。本論文では、est-GELPsと推定 GELPs

をまとめて「その他の GELPs」と呼称する。取得した全GELPs（図 4-1）のアミノ酸配列に

ついて、CLUSTAL W-mpiを用いてアラインメントを作成した。 

Tr-GELPs で選択的に保存されている残基を検出するために、アラインメント内のそれ

ぞれの位置におけるアミノ酸の two entropy 解析を、過去の研究の方法 (Ye et al. 2006) 

(Zea et al. 2017)に倣って実施した。Two-entropy解析は、アデノシン受容体のリガンドの

特定 (van Westen et al. 2012)や、カンナビノイド受容体のリガンド認識機構の解明 

(Gonzalez et al. 2008)といった研究で使用されている。あるタンパク質の集団間のアミノ

酸配列アラインメントにおいて、アミノ酸タイプとタンパク質の機能に相関性がない位置

の entropy 値の差は 0 となる。アミノ酸タイプとタンパク質の機能に高い相関性がある位

置の entropy 値の差は大きくなるため、tr-GELPs の entropy 値が低く、その他の GELPs

の entropy値が高くなる位置の残基は、tr-GELPsで高度に保存されており、トランスフェ

ラーゼ活性に重要な残基であることを意味する。図 4-2A と B は、tr-GELPs とその他の

GELPsとの entropy値の差を、アラインメント中の位置および TciGLIPの catalytic triad

からの距離でそれぞれ表した散布図である。N末端シグナル配列部分において、y値が負の

値をとりやすい（tr-GELPsの entropy値が比較的高くなる）ことを除いて、領域特異的な

entropy値の差異は見られなかった。Tr-GELPsの entropy値がその他のGELPsの entropy

値より低く、その差が大きいものからトップ 10の位置残基のうち、アラインメント中 208

番目の Asnもしくは Arg（[N/R]208）および 484番目の Asp（D484）は、6つの est-GELPs
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では見られなかった（図 4-3）。対照的に、est-GELPs で選択的に保存されている残基は検

出されなかった。これらの結果から、[N/R]208および D484は tr-GELPのトランスフェラ

ーゼ活性の獲得に重要な残基であることが示された。 
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図 4-1 本研究で使用した GELPs 

TciGLIP、TcoGLIP、TaXATおよび SlCGTは tr-GELPs。AtCDEF1、BnSCE3、

CpEST、FvGELP1、OsGLIP1および RsAAEは est-GELPs。推定 GELPsは、tr-

GELPsと est-GELPsのアミノ酸配列をクエリとして BLASTPで取得した機能未知の

GELPである。est-GELPsと推定 GELPsをまとめて「その他の GELPs」と呼称する。 

 

 

 

 

 

  

TciGLIP

TcoGLIP

TaXAT

SlCGT

transferase activity exhibiting-GELPs
(tr-GELPs)

esterase activity-exhibiting GELPs
(est-GELPs)
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図 4-2 tr-GELPsとその他の GELPsの entropy値の差を示した散布図 

それぞれの散布図の y軸の値は、その他の GELPsの entropy値から tr-GELPsの

entropy値を引いた差を示す。この値が大きい残基ほど、その他の GELPs よりも tr-

GELPsにおいて選択的に保存されていることを示す。 

（A）GELPsのアラインメント中の位置を x軸とした図。 

（B）TciGLIPの catalytic triad からの距離（Å）を x軸とした図。TciGLIPにおける

R153と D336は、GELPsアラインメント中の[N/R]208と D484にそれぞれ対応す

る。 
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Tcin_TciGLIP ----------MAVASRKLGALVLVAVLCLSLPTGCLSSQ----QAAALFIFGDSVFDPGNNNHINTH---VNFKANFWPY   63

Tcoc_TcoGLIP ----------MAVASRKLGALVLVAVLCLSLPTGCLSSQ----QAAALFVFGDSCFDPGNNNHINTH---VNFRANFWPY   63

Taes_TaXAT ----------------MSSRCLLLLAIFLS-TQPTGQSGEEGPAVPALMVFGDSLVDVGN-----NNYIFTIAKANFPPY   58

Slyc_SlCGT MALGMRVVVLHLLISLLLLQLIKGDDDM---VIKLEEPKLKKCGIDRIFQFGDSLSDTGN--CLRESYCGAQTKTGKLPY   75

Atha_AtCDEF1 -------------MVEGESKALWIILATVFAV-AAVAPAVHGQQTPCYFVFGDSVFDNGN-----NNALNTKAKVNYLPY   61

Bnap_BnSCE3 ------------MASSLKKLITSFLLFFFYT-IIVASSEPSCRRYKSIISFGDSIADTGN--YLHLSDVNHPPQAAFLPY   65

Cpap_CpEST -------------------MEKPSGQFLGLSLLLLPLLLPISCNAQQLFIFGDSLYDNGNKPFLATD-----VPSTFWPY   56

Fves_FvGELP1 ------MLGMEIWKQLVLLPCGLFLTLWVLGVSGATLP---SCSFPAIYNFGDSNSDTGG--------ISAAFEPIRTPY   63

Osat_OsGLIP1 ---MAQQAHAAAVVVGVLLYCCLCLFVGVVAGEHGGGGGDIKRQYKAMFSFGDSLTDTGNICVNMSAVNRTELTMAQPPY   77

Rser_RsAAE ------------------MGFARLLHLVFSLLVFAGITNGLICPFDSIYQLGDSFSDTGN--LIRLPPDGPTFTAAHFPY   60

Tcin_TciGLIP GQSYFSS-PTGRFSDGRIIPDFI------------------------------AEYASLP--IIPAYLEPNND---FTHG   107

Tcoc_TcoGLIP GQSYFSS-PTGRFSDGRIIPDFI------------------------------AEYASLP--FIPAYLEPNND---FTHG   107

Taes_TaXAT GRDFKDHVATGRFCNGKLLIDFI------------------------------AEKVGFN-GSPLAYLSPEASGQNLLLG   107

Slyc_SlCGT GMNFYQN-ATGRCSDGFIILDYI------------------------------AMECGLP--LLNPSLEE---NADFSHG   119

Atha_AtCDEF1 GIDYF-QGPTGRFSNGRNIPDVI------------------------------AELAGFN-NPIPPFAG--ASQAQANIG   107

Bnap_BnSCE3 GETFFSV-PTGRDSDGRLIIDFI------------------------------AEFLGLP--YVPPYFGSQ--NVSFEQG   110

Cpap_CpEST GLSIDF--PNGRWSDGRIVPDFI------------------------------AEFLGIPFP--PPVLDRSAN---FSSG   99

Fves_FvGELP1 GEGFFRK-PAGRDSDGRLIIDFI------------------------------AEGLKLP--YLSAYLNS--LGTNYKHG   108

Osat_OsGLIP1 GITFFGH-PTCRCSDGRLVVDFL------------------------------AEGLGLP--LLPPSKVI---GGDFRRG   121

Rser_RsAAE GETFPGT-PTGRCSDGRLIIDFI------------------------------ATALNLP--LLNPYLQQ---NVSFRHG   104

Tcin_TciGLIP ANFASAGAGALIASH--AGLAVGLQTQLRYFGDLVDHYRQNLGDIKSRQL----------------LSDAVYLFSCGGND   169

Tcoc_TcoGLIP ANFASAGAGALIDSH--AGLAVGLQTQLRYFGDLVNHYRQNLGDIKSRQL----------------LSDAVYLLSCGGND   169

Taes_TaXAT ANFASAASGYNDHGTLIK--AISVSQQLKYFKDYQAKLAVVAGSSHARSI----------------ISGSLYIICAGSCD   169

Slyc_SlCGT VNFAVSGATALSAEYLISR-DIAMSFTNSSLSVQMRWMSSYFKSVCSN--------DCAK----YLENSLFLIGEIGGDD   186

Atha_AtCDEF1 LNYASGAGGIREETSEN------MGERISLRQQVNNHFSAIITAAVPLSR----------------LRQCLYTINIGSND   165

Bnap_BnSCE3 VNFAVYGATALDRAFFIEK-GIVSDFTNVSLSVQLNTFKQILPTLCASSS-----RDCREM----LGDSLILMGESGGND   180

Cpap_CpEST VTFATADATILGTPP--QTLTLG---------DQVKAFAQIKST-WTDAQ----------------RQKGIYMFYIGAND   151

Fves_FvGELP1 ANFATGGSTIRRPN----ETIFENGISPFSLDMQTAQFLQFKSRTADLFRQAKNPYERSRLPNPQDFAKALYTFDIGQND   184

Osat_OsGLIP1 ANMAIVGGTALDFDFFESIGVGFPFWNYGSMNVQLRWFRDLLPSICATA-----APQSIAY----LAESLFLFGSLGGND   192

Rser_RsAAE VNFAVAGATALDRSFLAAR-GVQVSDIHSHLSAQLNWFRTYLGSI-CSTP-----KECSN----KLKNALFILGNIGNND   173

Tcin_TciGLIP YQSPYY----------PYTQEQYVDIVIGNMTNVIK---------------GIYEKGGRKFGVVNVPLIGCWPGMR---- 220

Tcoc_TcoGLIP YQSPYY----------PYTQEQYVDIVIGNMTNFIK---------------GIYEKGGRKFGIVTVPHIGCWPGMR---- 220

Taes_TaXAT FVYNYYINP---FLDTNQTAEQFSDRLVGMFNNSVT---------------QLYEMGARRIGVFSLPPFGCFPMAITLYG   231

Slyc_SlCGT VTYGFKQGKP-----IEEVRR-IVPDIVKNIIHSVR---------------TVIGFGATRILVPGNFPSGCFPIILTLYM   245

Atha_AtCDEF1 YLNNYFLSPP-TLARRLFNPDQYARSLISLYRIYLT---------------QLYVLGARNVALFGIGKIGCTPRIVATLG   229

Bnap_BnSCE3 YNYPFFEDKS-----INEIKE-LTPLIIKAISDAIV---------------DLIDLGGKTFLVPGSFPVGCSAAYLTLFQ   239

Cpap_CpEST YLNYTNANLN----ATAQQQEAFVSQVIAKLKDQLL---------------AIYGLGGRKFAFQNLAPLGCLPIVK---- 208

Fves_FvGELP1 LSAG-FRKLS-----FDQLRA-QIPDIVNQLATAVR---------------RIYEQGGRAFWIHNTGPIGCLPINLFYNL   242

Osat_OsGLIP1 YNAMVLFGFT-----IDQARN-YTPKIVDQIASGVE---------------KLIAMGAVDIIVPGVMPFGCFALYLTELK   251

Rser_RsAAE VNYAFPN-RT-----IEEIRA-YVPFITEAVANATR---------------EIIRLGGSRVIVPGIFPIGCVARNLNFLN   231

Tcin_TciGLIP -AKQPGNT----CNTEVDELTRLHNQAFAKRLEQLEKQLEG----------------FVYAKFDLSTAILNR--MKNPS- 276

Tcoc_TcoGLIP -AKLPGNT----CHTAADELTRLHNQAFAKRLEHLEKQLEG----------------FMYAKFDLSTAISDR--MKNPS- 276

Taes_TaXAT HGR-------SGCVSRLNNDAQYYNMKLKAAVDSLSKKYHDLK--------------IVVLDMYAPLYNLATSPVSQ--- 287

Slyc_SlCGT NDSSTVYDEY-HCAEEWNNFTISYNNLLQQSIHELNEEYPNIS--------------IIYGDYYNAYYWLLRNAVAL--- 307

Atha_AtCDEF1 GG--------TGCAEEVNQAVIIFNTKLKALVTDFNNK-PGAM--------------FTYVDLFS---GNAEDFAAL--- 280

Bnap_BnSCE3 TAKEKDYDPLTGCLPWLNDFGKHHDEQLKTEIRRLRKLYPHVN--------------IMYADYYNSLYRLYQKPTKY--- 302

Cpap_CpEST -QDFKTG---NFCLPLASNLAAQHNQLLSETLENLSETLD----------------GFNYIIYDYFNSSLRR--MARPN- 265

Fves_FvGELP1 NPAPGYVDEH-GCVKGQNDMAIEFNRQLKDRVIKLRAELPQAA--------------ITYVDAYAAKYGLISNAKNEG-- 305

Osat_OsGLIP1 SSNKSDYDDY-GCLKPLNELAIHHNSLLQTSLAAVQARHRRSPSSSPSSPSPAAAVRIMYADYYAVVAEMMQAPARL--- 327

Rser_RsAAE FFPDGDKDDL-GCLSSLNNLSIYFNSLFQRALASLSIEFPQAV--------------IIYADYYNAWRFLFRNGPAL--- 293

Tcin_TciGLIP ------------KYGFKEGESACCG-----SGPFGGNYDCG---R----IKEFGLCDNATEYFFFDPFHPNELASRQFAE   332

Tcoc_TcoGLIP ------------KYGFKEGETACCG-----SGPFGGIYNCG---R----TKEFKLCDNVTEYFFFDPFHPNEVASRQFAE   332

Taes_TaXAT --------------GFTEAKRACCG----TGTVEAS-ILCNSLLPG--------TCPSARTYVFWDVWHPSEAANKVVVD   340

Slyc_SlCGT ------------GFNKKTLQISCCG-IGGEYNYTESRR-CGKPGAEK-------ACADPSSYLSWDGSHLTQKAYGWITK   366

Atha_AtCDEF1 --------------GITVGDRSCCT----VNPGEELCAANGP------------VCPDRNKFIFWDNVHTTEVINTVVAN   330

Bnap_BnSCE3 ------------GFKNR-PLAACCG-VGGQYNFTIGEE-CGYEGVG--------YCQNPSEYINWDGYHITEAAHQKMAH   359

Cpap_CpEST ------------NYGYFTTNLACCG-----TGSHD-AFGCGFKNV------HSNLCSYQRGYMFFDGRHNAEKTNEAVAH   321

Fves_FvGELP1 ---------------FVDPMKVCCG-----YHVRYDHVWCGNKAIVNGREVYGASCGNASSAISWDGVHYTQAANQWVAN   365

Osat_OsGLIP1 ------------GFRS--GIAACCGAGGGEYNWEYVAR-CGMRGAA--------ACANPSSAVCWDGAHTTEAANRVIAG   384

Rser_RsAAE ------------GSNSTSLLKCCCGIGG-PYNYDPDRE-CGSRGVP--------VCPNPTQYIQWDGTHFTQAAYRRVAE   351

Tcin_TciGLIP MFWDGDSMVTQPYNLKALFEGKPSTKYLPNDEL------- 405

Tcoc_TcoGLIP MFWDGDSMVIQPYNLKALFEGKPSTKFLPNDEL------- 405

Taes_TaXAT SLVDEINNLVA----------------------------- 391

Slyc_SlCGT WLIDDILPQ----LNCRV---------------------- 420

Atha_AtCDEF1 AAFNGPIASPFNISQLVN---------------------- 388

Bnap_BnSCE3 GILNGPYATPAFNWSCLDA-ASVDNESSFGS--------- 429

Cpap_CpEST LIFSADPSVVFPMNLRELFVHP------------------ 383

Fves_FvGELP1 HILNGALS-NPPIPITQACHRS------------------ 426

Osat_OsGLIP1 GWLRGPYCHP----PILL---------------------- 438

Rser_RsAAE YVIPGIIKA----LKCSYSNIQPFLREGEGRQALRLNERE   427

Block I

Block II

Block III

Block V
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図 4-3 基質既知の GELPsのアミノ酸配列アラインメント 

1列あたり 80文字のアミノ酸もしくはギャップ（-）で記載。赤色の文字および青色の文

字は、それぞれ catalytic triadおよび本研究で検出したトランスフェラーゼ活性に重要な

残基候補（[N/R]208および D484）を示す。Block I、II、IIIおよび V は GELPsで一般

的に保存されている領域を示す。 
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2. GELPsの分子系統解析 

Tr-GELPs、est-GELPs および推定 GELPs のアミノ酸配列から作成した分子系統樹を

図 4-4に示す。キク科植物（T. cinerariifoliumと T.coccineumを含む）のタンパク質クラ

スタ（図 4-4、クレード A）において、[N/R]208と D484を両方有する GELPは TciGLIP

と TcoGLIPのみであり、 [N/R]208もしくは D484のどちらか片方を有する GELPがいく

つか存在していた。ナス科植物（S. lycopersicumを含む）のタンパク質において、D484を

有する GELPsがクラスタを形成しており（図 4-4、クレード B）、さらに、[N/R]208と D484

を両方有する GELP が SlCGT の他に 2 つ存在していた。Triticum 属および Hordeum 属

植物のタンパク質において、TaXATの他に[N/R]208と D484を両方有する 6つの GELPs

および D484を有する 3つの GELPsがクラスタを形成していた（図 4-4、クレード C）。こ

の[N/R]208と D484を両方有する 6つの GELPsは、TaXATと同様のトランスフェラーゼ

活性を示すことが考えられる。TciGLIP、TcoGLIP、TAXAT および SlCGT の 4 つの tr-

GELPsの他に、[N/R]208と D484を両方有する 9つのアブラナ科植物由来の GELPsがク

ラスタを形成していた（図 4-4、クレード D）。興味深いことに、このクラスタは、est-GELP

の BnSCE3 を含む別のアブラナ科植物タンパク質クラスタ（図 4-4、クレード D-II）から

離れた位置に存在していた。この結果は、これらの GELPsが同じ植物ファミリー内で独立

して重複化してきたことを示唆している。 
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図 4-4 本研究で使用した GELPsの分子系統樹 

各々のタンパク質の名前は、植物の学名の省略名称（表 4-2）と、慣用名もしくは accession 

No.で示す。緑色の丸と黒色の丸は、それぞれ tr-GELPsと est-GELPsを示す。赤色文字、

黄色文字、青色文字は、それぞれ[N/R]208を有する GELP、D484を有する GELP、[N/R]208

と D484 を両方有する GELP をそれぞれ示す。キク科植物のタンパク質クラスタ（クレー

ド A）、ナス科植物のタンパク質クラスタ（クレード B）、Triticum属および Hordeum属

植物のタンパク質クラスタ（クレード C）およびアブラナ科植物のタンパク質クラスタ（ク

レード D、D-II）はそれぞれ紫色、赤色、茶色および緑色の線で囲った。 
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表 4-2 図 4-4の分子系統樹中で使用した植物の学名略称対応表 

 

  

Abbrev. Species name
Aalp Arabis alpina
Aann Artemisia annua
Aare Arabidopsis arenosa
Aart Ambrosia artemisiifolia
Acoe Aquilegia coerulea
Alap Arctium lappa
Alyr Arabidopsis lyrata
Asue Arabidopsis suecica
Atau Aegilops tauschii
Atha Arabidopsis thaliana
Balt Buddleja alternifolia
Bcar Brassica carinata
Bcre Brassica cretica
Bnap Brassica napus
Bole Brassica oleracea
Brap Brassica rapa
Cann Capsicum annuum
Cara Coffea arabica
Cbac Capsicum baccatum
Ccar Cynara cardunculus
Cchi Capsicum chinense
Cend Cichorium endivia
Cfan Carpinus fangiana
Cint Cichorium intybus
Clan Camellia lanceoleosa
Cpap Carica papaya
Crub Capsella rubella
Csat Camelina sativa
Dexi Digitaria exilis
Doli Dichanthelium oligosanthes
Ecan Erigeron canadensis
Ecor Eleusine coracana
Ecur Eragrostis curvula
Esal Eutrema salsugineum
Eves Eruca vesicaria
Fves Fragaria vesca
Hann Helianthus annuus
Hchi Hordeum chilense
Hvul Hordeum vulgare
Inil Ipomoea nil
Itri Ipomoea triloba
Kuni Kingdonia uniflora
Lrig Lolium rigidum
Lsat Lactuca sativa
Mbac Malus baccata
Mcor Macleaya cordata
Mdom Malus domestica
Merr Microthlaspi erraticum
Mesc Manihot esculenta
Mlut Miscanthus lutarioriparius
Mmic Mikania micrantha
Msyl Malus sylvestris
Nnuc Nelumbo nucifera
Oaus Oryza australiensis
Obar Oryza barthii

Abbrev. Species name
Obra Oryza brachyantha
Oglu Oryza glumipatula
Omey Oryza meyeriana
Omin Oryza minuta
Ooff Oryza officinalis
Opun Oryza punctata
Osat Oryza sativa
Pans Potentilla anserina
Parm Prunus armeniaca
Patl Papaver atlanticum
Pavi Prunus avium
Pbre Pyrus x bretschneideri
Pdul Prunus dulcis
Peny Pachycladon enysii
Pfas Pachycladon fastigiatum
Pfor Paulownia fortunei
Pfru Perilla frutescens
Pjap Phtheirospermum japonicum
Pmum Prunus mume
Pper Prunus persica
Puss Pyrus ussuriensis
Pyed Prunus yedoensis
Qlob Quercus lobata
Qrob Quercus robur
Qsub Quercus suber
Rchi Rosa chinensis
Rsat Raphanus sativus
Rser Rauvolfia serpentina
Salb Sinapis alba
Sasi Striga asiatica
Sbic Sorghum bicolor
Schi Solanum chilense
Scom Solanum commersonii
Shis Salvia hispanica
Sita Setaria italica
Slyc Solanum lycopersicum
Spen Solanum pennellii
Sson Smallanthus sonchifolius
Sspl Salvia splendens
Sste Solanum stenotomum
Stub Solanum tuberosum
Sver Solanum verrucosum
Taes Triticum aestivum
Tarv Thlaspi arvense
Tcin Tanacetum cinerariifolium
Tcoc Tanacetum coccineum
Tdic Triticum dicoccoides
Thas Tarenaya hassleriana
Tsin Tetracentron sinense
Ttha Thalictrum thalictroides
Ttur Triticum turgidum
Tura Triticum urartu
Vdar Vaccinium darrowii
Zmay Zea mays
Zpal Zizania palustris
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3. TciGLIPのタンパク質構造予測および基質結合シミュレーション 

酵素が活性を発揮する上で、活性中心への基質の接近は必要不可欠である。基質が活性

中心へ適した接近をしている構造モデルは「合理的モデル」として定義され、この合理的モ

デルの数と基質親和性との関係 (Szollosi et al. 2016) (Rabal et al. 2016)は、酵素の構造と

機能の相関を予測する際に用いられる。TciGLIP において、GELPs アラインメント中の

[N/R]208 と D484 にそれぞれ対応する残基である R153 と D336 のトランスフェラーゼ活

性への寄与を検証するために、TciGLIP の catalytic triad に対して、pyrethrin I の基質

（chrysanthemoyl-CoA と pyrethrolone）が接近できたモデルの数を調べた。TciGLIP は

天然型と候補残基をAlaで置換したR153AとD336A仮想変異体に加えて、S339AとG64A

変異体を使用した。これは、S339A 変異体はトランスフェラーゼ活性が失われないことに

対し、G64A変異体は失われるということが実験的に確かめられている(Kikuta et al. 2012) 

(Kikuta et al. 2013)ことから、本解析のネガティブコントロールならびにポジティブコン

トロールとして利用するためである。天然型の TciGLIPと 4つの変異体（S339A、G64A、

R153Aおよび D336A）のアミノ酸配列について、ColabFold を用いてタンパク質構造モデ

ルを予測した。各モデルに対して、AutoDock Vina を用いて chrysanthemoyl-CoA と

pyrethroloneを結合させ、合理的モデルの数を調べた（図 4-5）。 

これらの解析により、天然型の TciGLIPは 45.3±7.2個の合理的モデルが生成された（図

4-6A）。同様に、S339A 変異体は 35.0±4.5 個の合理的モデルが生成され（図 4-6A）、これ

ら 2 つのトランスフェラーゼ活性ポジティブな TciGLIP 間で、有意差は検出されなかった

（図 4-6A、P < 0.05）。対照的に、G64A変異体の合理的モデルの数は 25.0±10.2個であり、

天然型のそれと比較して有意に少なかった（図 4-6A、P < 0.05）。これらの結果は、S339A

変異体が天然型と同等のトランスフェラーゼ活性を有する一方で (Kikuta et al. 2012)、

G64A変異体がトランスフェラーゼ活性を失っていた (Kikuta et al. 2013)という実験的結

果と十分に一致している。特に興味深いことに、D336A 変異体と R153A 変異体の合理的
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モデルの数はそれぞれ 25.3±6.3個と 21.0±5.4個であり、これらの値は天然型のそれと比較

して優位に少なく、G64A変異体とほぼ同等であった（図 4-6A、P < 0.05）。これらの結果

から、R153と D336は TciGLIPのトランスフェラーゼ活性において、重要な残基であるこ

とが示唆された。とりわけ、R153と D336はどちらも、TciGLIPの catalytic triadから離

れた場所に位置し（図 4-2B、図 4-6B）、GELPs で一般的に保存されている Block I、II、

IIIおよび V領域内には存在していないかった（図 4-3）。以上をまとめると、これらの構造

解析から、R153と D336は、TciGLIPのトランスフェラーゼ活性の活性型立体配座を遠位

で制御していることが示唆された。 

本章において、two entropy 解析、タンパク質構造予測および結合シミュレーションの

組み合わせによって、TciGLIP のトランスフェラーゼ活性に重要な残基が示された。本研

究は、トランスフェラーゼ活性獲得の根底にある進化的分子メカニズム究明への道を開く。

TciGLIP の R153 および D336 変異によるトランスフェラーゼ活性への影響の実験的検証

は、現在進行中である。  
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図 4-5 合理的モデルの選出スキーム 

TciGLIPの天然型および変異体のアミノ酸配列を ColabFoldに供し、タンパク質構造モデ

ルを予測。AutoDock Vinaを使用して、各々のモデルに対して chrysanthemoyl-CoA

（substrate 1）を結合させる。substrate 1が TciGLIPの catalytic triadに接近できたモ

デルに対し、さらに AutoDok Vinaを用いて、pyrethrolone（substrate 2）を結合させ

る。Substrate 1と 2がどちらも TciGLIPの catalytic triadに接近できたモデルを「合理

的モデル」とみなした。 
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図 4-6（A）各 TciGLIPの合理的モデルの数（B）天然型 TciGLIPの予測モデル 

（B）特徴的な残基を着色し、UCSF Chimera 1.16 を用いて視覚化した図。赤色の文字

（Ser40、Asp318およびHis321）は TciGLIPの catalytic triadを示す。緑色の文字

（Gly64および Ser339）は、以前の研究で、変異によるトランスフェラーゼ活性へ

の影響が実験的に確かめられた残基を示す。青色の文字（Arg153および Asp336）は

本研究で特定したトランスフェラーゼ活性に重要な残基候補を示す。 
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第5章 総括 

本論文では、除虫菊（Tanacetum cinerariifolium）の特性を明らかにし、ピレトリン類

をはじめとする除虫菊の植物資源としての重要性、および、トランスジェニック体やゲノム

編集体を用いる新たな植物代謝工学的な有用物質生産体として活用する道を拓くため、遺

伝的情報基盤の構築を目的とした基礎研究について論述した。具体的に述べると、除虫菊お

よび類縁植物であるアカバナムシヨケギク（Tanacetum coccineum）のゲノム解析および

ゲノム比較を行い、種特異的二次代謝産物であるピレトリン類をはじめとする生体防御機

構の違いを明らかにした。また、ピレトリン類生合成酵素の一つである TciGLIP（T. 

cinerariifolium GDSL（Gly-Asp-Ser-Leu motif）リパーゼ）について、その活性に重要な

アミノ酸残基を in silico解析により特定した。 

ピレトリン類とその合成類縁体であるピレスロイドは世界的に広汎で使用されている殺

虫成分であり、昆虫が媒介する感染症から人の生命を守る役割を果たしている。化学合成が

困難なピレトリン類と異なり、ピレスロイドは安定的な生産が可能なため、頻繁に使用され

ているが、その乱用によりピレスロイド抵抗性害虫の発生が問題となっている。一方で、ピ

レトリン類を含む除虫菊抽出物はこのピレスロイド抵抗性害虫への効果が確認されており、

将来的にピレトリン類の需要の拡大が予想される。ピレトリン類は 6 種のエステル化合物

の混合物であり、その生合成には多段階の反応を必要とし、生合成経路は完全に解明されて

いない。そのため、現在でも除虫菊の大規模栽培による物量的生産方法でその需要を賄って

いるが、今後拡大する需要に対応するために、さらなる効率的な生産方法の開発が求められ

る。過去の研究から、除虫菊が傷害を受けた際に放出する揮発性有機化合物（VOCs）は近

隣の無傷の除虫菊個体のピレトリン類生合成を促進させる現象が確認されており、ピレト

リン類の生合成制御技術に応用できることが考えられているが、この VOCs を介したピレ

トリン類生産量増大メカニズムについては解明されていない。さらに、上述した除虫菊抽出

物のピレスロイド抵抗性害虫への効果は、ピレトリン類以外の成分も関与している可能性
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が考えられており、その解明は除虫菊のさらなる有効活用につながる。このように、植物科

学の面でも、有用物質生産の面でも高い潜在的な重要性を秘める除虫菊類について本質的

な研究を進展させるためには、除虫菊やその近縁種のゲノム情報とピレトリンの鍵酵素で

ある TciGLIPのタンパク質構造情報は不可欠である。 

第 2章において、除虫菊のドラフトゲノム解読を行い、全長約 7.1 Gb、N50が 14 Kb、

BUSCO 解析による完全性が 91.8%のドラフトゲノムを作成した。植物ゲノムは他の真核

生物ゲノムと比較して、ゲノム上を移動する塩基配列である転移因子（Transposable 

Element: TE）が重複化しやすい傾向があることから、植物ゲノムの特徴を調べる際には TE

の解析を伴うことが多い。そこで、除虫菊ゲノム内の TEを解析し、他の植物のそれらと比

較を行ったところ、sireおよび orycoクレード TEが他のキク科植物から分岐した後に重複

されたことが示された。除虫菊のゲノムサイズは他のキク科植物のゲノムと比較しても大

きく、除虫菊ゲノムの肥大化には、この sire および oryco クレード TE の重複が関与して

いることが示唆された。遺伝子の属間比較解析では、シグナリング伝達関連タンパク質とし

てヒスチジンキナーゼ、生体防御関連タンパク質としてリボソーム不活性化タンパク質

（RIP）、二次代謝関連タンパク質としてリポキシゲナーゼやシトクロム P450 が、除虫菊

で特異的に重複しているタンパク質スーパーファミリーとして検出された。ヒスチジンキ

ナーゼは、VOC誘導性のシグナル伝達機能を有する Arabidopsis thalianaのエチレンレセ

プターAtETR1を含むことから、除虫菊におけるヒスチジンキナーゼの重複は、ピレトリン

類の VOCs 依存的調節機構を解明する上での決定的な手掛かりとなりうる。RIP は生体防

御成分として産生される毒性タンパク質であり、RIP の重複は除虫菊の生体防御機構の特

徴と考えられる。さらに、セイヨウニワトコの殺虫性 RIPである SNA-I（Sambucus nigra 

agglutinin I）と相同性を有する RIPが検出されたことから、除虫菊は対食植性昆虫防御成

分としてピレトリン類だけでなく、RIPも利用していることが示唆された。一方で、対真菌

防御成分とされるエンドキチナーゼ遺伝子の数が除虫菊では他の植物よりも少なかった。
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これらの結果は、除虫菊が原産地であるバルカン半島の乾燥した気候を反映した防御機構

を構築してきたことを示唆していた。ピレトリン類生合成関連酵素の系統解析では、特に

TciGLIPにおいて、同じタンパク質ファミリーで配列相同性の高い GDSLリパーゼが除虫

菊ゲノム内で大量に重複されたことが示された。さらに、TciGLIPの分布解析では、TciGLIP

をコードする遺伝子座の近傍に、他の機能未知な GDSL リパーゼをコードする遺伝子が共

局在することが示された。これらの結果は、未解明のピレトリン類生合成酵素の解明への手

掛かりとなる。 

除虫菊の近縁種であるアカバナムシヨケギクは、除虫菊と同様にピレトリン類を生合成

するが、その産生量はかなり少ない。そこで第 3章において、アカバナムシヨケギクのドラ

フトゲノムを解読し、除虫菊のゲノムとの比較を行うことで、ピレトリン類生合成関連酵素

をはじめとする遺伝的特徴の違いを網羅的に調べた。アカバナムシヨケギクにおいて、全長

約 9.46 Gb、N50が 27.8 Kb、BUSCO解析による完全性が 97.8%のドラフトゲノムを作成

した。除虫菊の既知のピレトリン類生合成関連酵素について、アカバナムシヨケギクゲノム

内での存在を確認したところ、いずれの酵素についても高い配列相同性を有する対応した

酵素が検出された。これら酵素をコードする遺伝子のシンテニー解析を行ったところ、除虫

菊における TciGLIPの遺伝子座と、その同族体であるアカバナムシヨケギクの TcoGLIP（T. 

coccineum GDSL lipase）遺伝子座の近傍領域が異なっていた。この違いは、Tci(o)GLIPを

コードする遺伝子の発現調節、ひいてはピレトリン類産生量の違いを解明する手掛かりに

なることが考えられる。遺伝子の属間比較解析では、除虫菊と同様に、アカバナムシヨケギ

クゲノムにおいても RIPが重複していたが、毒性の弱い I型 RIPはアカバナムシヨケギク

で、毒性の強い II型 RIPは除虫菊で多いことが示された。一方で、アカバナムシヨケギク

のエンドキチナーゼの数は他の植物種と同程度であり、2章で示された除虫菊におけるエン

ドキチナーゼ数の少なさをより強調する結果となった。これらの違いは、除虫菊とアカバナ

ムシヨケギクの防御機構がそれぞれの原産地に合わせて進化し、多様化していることを示
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唆している。また、除虫菊で重複していたヒスチジンキナーゼは、アカバナムシヨケギクに

おいて同様の重複傾向がみられなかった。除虫菊とアカバナムシヨケギクにおけるヒスチ

ジンキナーゼの数とピレトリン類産生量の多寡に相関性があり、2章で示唆された VOC誘

導性ヒスチジンキナーゼとピレトリン類の VOCs 依存的調節機構との関連性を裏付ける結

果となった。以上、除虫菊とアカバナムシヨケギクのゲノム比較から防御機構をはじめとす

る遺伝的特徴の違いが明らかになり、さらにこれら 2 種の植物のピレトリン類産生量の違

いを解明する上での手掛かりを得ることができた。 

TciGLIPはピレトリン Iの生合成において最終のエステル化反応を担う重要な酵素であ

る。TciGLIPが属する GDSL（Gly-Asp-Ser-Leuモチーフ）エステラーゼ/リパーゼファミ

リータンパク質（GELPs）は一般的に加水分解つまりエステラーゼ活性を有しているが、

数種の GELPsは TciGLIP のようにトランスフェラーゼ活性を示す。第 4章においては、

除虫菊がピレトリン類生合成能を獲得するにあたり、TciGLIPがトランスフェラーゼ活性

を獲得した鍵となる部位を in silico解析を用いて特定した。TciGLIPおよび TcoGLIPを

含む 4種のトランスフェラーゼ活性が報告されている GELPs（tr-GELPs）およびエステ

ラーゼ活性が報告されている 6種の GELPs、さらに BLASTPで得られた 274種の推定

GELPsのアミノ酸配列を用いてアラインメントを作成し、two entropy解析を用いて tr-

GELPsに特徴的なアミノ酸残基を調べたところ、トランスフェラーゼ活性に重要な候補

残基として[N/R]208および D484が検出された。分子系統解析を行ったところ、tr-GELP

は tr-GELPs以外の他の GELPsと同じクラスタに属し、そこに属するほとんどの GELPs

は[N/R]208または D484の少なくとも一つを有していた。この結果から、tr-GELPはそ

れぞれの植物種の GELPから遺伝子変異により誕生したことが明らかになった。また、タ

ンパク質構造予測と基質結合シミュレーションを用いて、TciGLIPの活性中心に基質が接

近できる合理的モデルの数を調べたところ、これら 2つの候補残基の Ala変異体の合理的

モデルの数は、天然型の TciGLIPの合理的モデルの数と比較して優位に少なく、この結果
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は、これら 2つの残基が TciGLIPのトランスフェラーゼ活性に重要な残基であることを示

唆していた。TciGLIP のこれら 2つの候補残基の変異によるトランスフェラーゼ活性への

影響の実験的検証は、現在進行中である。 

本研究では、除虫菊および近縁種のアカバナムシヨケギクのドラフトゲノム解読と比較

ゲノム解析を行ったことで、ピレトリン類の生合成をはじめとする防御機構の違いを明ら

かにした。また、ピレトリン類の生合成酵素の一つである TciGLIP について、その活性に

重要な部位を in silico 解析で特定した。これらの研究成果は、ピレトリン類の生合成経路

とその制御機構の完全解明への手がかりとなる。今後のピレトリン類の生合成に関する研

究にあたっては、候補となる酵素の実験的活性検証による未解明のピレトリン類生合成酵

素の同定や、除虫菊の部位・時期・条件による種々RNA-seq データを取得し、関連遺伝子

群の発現量とピレトリン類生合成量との相関を網羅的に解析することで、生合成機構の全

容を解明していく方針である。さらに、本研究で得られたゲノムや生合成酵素の生物情報学

的な基盤は、遺伝子改変個体の創出やそれらの栽培の最適化にも大きく貢献することが期

待される。たとえば、除虫菊ゲノム情報を活用することで、ピレトリン類の収量に関与した

遺伝子マーカーのような分子育種ツールの開発や遺伝子改変技術の確立といった応用研究

へ展開していく予定である。そして、最終的には、ピレトリン類高生産除虫菊株の創出や、

合成生物学的手法などを駆使した微生物や別種植物を宿主とする異種発現系の確立を行い、

ピレトリン類の大量生産体制を構築することで、世界的な昆虫媒介性感染症の被害の根絶

に貢献することを目指していきたい。 
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