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SUMMARY 
 The heterotorich ciliate Blepharisma japonicum has red pigment blepharismins (BPs). These pigments have been 
known to have three functions: light perception, chemical defense against predators, and protection against UV radiation. 
The chemical structures of BPs were shown to be polycyclic (p-hydroxybenzylidene) and benzodianthrone derivatives, 
respectively. Recently, we reported that the dibenzoperylene quinone moiety of BPs was biosynthesized via the 
polyketide pathway. This was discovered during our studies of 13C NMR assignment for BP-C by analysing 2D spectra 
of 13C-enriched samples, which were obtained by feeding experiments using 13C-labeled sodium acetates. As a result of 
these studies, we hypothesized that the starter unit of BP-C was derived from L-leucine or isovaleryl-CoA, based on its 
incorporation of 13C-labeled sodium acetate. Polyketide synthases utilize a wide assortment of starter units, such as 
branched-chain fatty acids and amino acids. In many cases, the nature of a starter unit provides important structural and 
biological features to the molecule. In this study, we identify that the starter units of biosynthesis of BPs are isovaleryl-
CoA and butyryl-CoA, using HPLC and LC/ESI-MS analyses of pigments that were obtained from feeding experiments 
with L-leucine, sodium butyrate (in excess), and deuterium-labeled L-leucine.  

[目的] ブレファリズマ (Blepharisma japonicum) は赤

色色素ブレファリズミン (blepharimins : BPs) を細胞

表層の顆粒中に有しており、その化学構造は Figure 
1 に示した通りで、BP-A ～ E の５種類の同属体が存

在する 1, 2)。BPs は、様々な繊毛虫に対して毒性や光

毒性を示し、捕食性繊毛虫に対して防御機能を持

つ。また、光受容体としても機能する。本研究で

は、これらの機能解明を目的として BPs の生合成研

究を行った。 
 我々は、BP-C のジベンゾペリレンキノン部位が、

酢酸を前駆体として、ポリケチド経路で生合成され

ることを明らかにした 3)。また、その酢酸ユニット

の取り込み様式より、生合成開始ユニットは

isovaleryl-CoA であると推定された 3,4)。同様に、BP-
A, B 及び D のエチル基は開始ユニット butyryl-CoA
に由来すると推定できることから、推定生合成開始

ユニット isovaleryl-CoA と butyryl-CoA の前駆体であ

る L-ロイシンと酪酸ナトリウムの摂食実験を行い、

BPs の生合成開始ユニットを探索した。 

 
[方法] ブレファリズマの I 型細胞 (R 1072 株) の培養

液中に生合成開始ユニットの推定前駆体である L-ロ
イシンと酪酸ナトリウムをそれぞれ過剰に投与し、

細胞から抽出した粗精製 BP-A ～ E の比を、HPLC で

分析した。カラムは東ソーの TSKgel 120T (4.6×150 

mm)を用い、60 % CH3CN aq. (0.05 % TFA) を流速 1 
mL/min で送液し、検出を可視光 580 nm で行った。 
 また、重水素標識体の[D10] L-ロイシンを用いた摂

食実験から得た BPs を、LC/ESI-MS を用いて分析し

た。LC のカラムは野村化学の Deverosil ODS-UG 5  
(2.0×150 mm)を用いた。移動相はグラジエントモー

ドで CH3CN/10 mM CH3COONH4 を用い、流速 0.2 
mL/min で送液した。LC での検出を可視光 580 nm で

行い、ESI-MS を負イオンモードで観測した。 
 
[結果と考察] 通常の培養条件で得られた BPs の同属

体の比は、A:B:C:D:E = 2:21:68:3:20 であった。L-ロ
イシンを過剰 (12.8 mM) に投与して培養した細胞か

ら得られた BPs の比は、A:B:C:D:E = 2:54:364:7:91 と

なり、BP-C, E の比が、通常培養から得られた BPs の

Figure 1. Structures of blepharismin A-E. 
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SUMMARY 
  Recent molecular studies of the genus Acanthamoeba have revealed that DNA analysis is more reliable than 
morphology of the cyst or the trophozoites to identify a genus. We extensively studied the relationships between 
mitochondrial (mt) DNA RFLP types and 18S rDNA sequence types for genotypic identification of Acanthamoeba. We 
examined 99 isolates from keratitis patients and some authentic strains. Mt RFLPs were obtained by BglII and EcoRI 
digestion of whole mt DNA extracted from cultures. A partial 18S rDNA region (ASA.S1) that contains a diagnostic 
fragment was sequenced using extracted genomic DNA. The 7 most common mt RFLP types (which include most of the 
keratitis isolates) had T4 sequences, while the other less common mt RFLP types (found in Japanese isolates) had T3 and 
T5 sequences. All the major mt RFLP types, except for JAC/E4, were distributed in different sub-clusters in the T4 
clade. This means that most of the 18S rDNA sub-clusters consist of multiple mt RFLP types. Interestingly, the isolates 
of the JAC/E4 type shared a single 18S rDNA sequence. In conclusion, it seems that both the major mt RFLPs and the 
genotype T4 of 18S rDNA sequence types are able to distinguish the specific clades within Acanthamoeba that are 
associated with human keratitis. This suggests that Acanthamoeba strains with any of the 7 major mt DNA types can be 
classified as T4 in the absence of sequencing data. 

比と比べると、約 5 倍に増加した。BP-B, D も約 2.5
倍増加した。この結果から、イソプロピル基の数に

応じて増加比が比例することが明らかとなり、一つ

の開始ユニットは isovaleryl-CoA であることが示唆さ

れた。また、酪酸ナトリウムを 12.8 mM 投与した場

合、BPs の比は、A:B:C:D:E=30:38:68:10:19 であっ

た。通常培養時の BPs と比べると、BP-A の比は 10
倍以上に増加し、BP-B, D の比の増加も見られた。L-
ロイシンと同様に、エチル基の数に応じて増加する

ことが明らかになり、もう一つの開始ユニットは

butyryl-CoA であることが示唆された。 
 重水素標識された[D10] L-ロイシンを用いた摂食実

験で得られた BPs について、1 分子の[D10] L-ロイシ

ンが取り込まれた場合は 7 Da、2 分子の[D10] L-ロイ

シンが取り込まれた場合は 14 Da の分子イオンの増

加が観測されると期待できる。LC/ESI-MS 分析の結

果、BP-B, D は 7 Da、BP-C, E は 7 Da と 14 Da の分子

イオンの増加が観測され、それぞれの BP の有する

イソプロピル基の数と一致し、isovaleryl-CoA の前駆

体である L-ロイシンの取り込みが確認できた。 
 以上の摂食実験の結果から、BPs の生合成開始ユ

ニットは isovaleryl-CoA、あるいは butyryl-CoA であ

り、その前駆体として L-ロイシンと酪酸ナトリウム

が用いられていることも明らかになった。 
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Figure 2. The starter units of blepharismins biosynthesis 
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