
（続紙  １  ）                             

京都大学  博士（生命科学）  氏名 竹村 知也  

論文題目  
オウレン scoulerine-9-O-methyltransferase 遺伝子を導入したハナビシソウ培

養細胞におけるイソキノリンアルカロイド生合成系の解析  

 

（論文内容の要旨）  
植 物 が 産 生 す る 多 様 な 二 次 代 謝 産 物 は 医 薬 品 や 香 辛 料 な ど と し て 利 用 さ

れ て 、 そ の 生 合 成 系 な ら び に 代 謝 工 学 に 関 し て の 活 発 な 研 究 が な さ れ て い

る 。 イ ソ キ ノ リ ン ア ル カ ロ イ ド は モ ル ヒ ネ や ベ ル ベ リ ン な ど の 有 用 医 薬 品

を 多 く 含 み 、 そ の 生 合 成 系 の 分 子 レ ベ ル で の 解 析 が 最 も 進 展 し て い る こ と

か ら 、 そ の 代 謝 工 学 も 盛 ん に 研 究 さ れ て い る 。 本 研 究 で は  
s c o u l e r i n e - 9 - O - m e t h y l t r a n s f e r a s e  ( S M T )を 発 現 せ ず 、通 常 プ ロ ト ベ ル ベ リ

ン 型 の ア ル カ ロ イ ド を 産 生 し な い ハ ナ ビ シ ソ ウ に 、 オ ウ レ ン S M T ( C j S M T )
遺 伝 子 を 導 入 ・ 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 ハ ナ ビ シ ソ ウ の イ ソ キ ノ リ ン ア ル

カ ロ イ ド 生 合 成 系 が ど の よ う に 改 変 さ れ る か を 解 析 し 、 イ ソ キ ノ リ ン ア ル

カ ロ イ ド 代 謝 工 学 の 基 盤 的 知 見 を 得 る こ と を 目 的 と し た 。  
ま ず 、C j S M T 遺 伝 子 を 導 入 し た ハ ナ ビ シ ソ ウ 培 養 細 胞 株 を 1 7 株 確 立 し 、

C j S M T の 発 現 と ア ル カ ロ イ ド プ ロ フ ァ イ ル の 変 化 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、

C j S M T の 発 現 に 伴 い 、 既 報 の c o l u m b a m i n e  ( S M T 反 応 の 生 成 物 で あ る

t e t r a h y d r o c o l u m b a m i n e , T H C の 酸 化 物 )や T H C な ど プ ロ ト ベ ル ベ リ ン 型 ア

ル カ ロ イ ド の 蓄 積 以 外 に 、 ハ ナ ビ シ ソ ウ 野 生 株 で は 通 常 認 め ら れ な い

a l l o c r y p t o p i n e、1 0 - h y d r o x y c h e l e r y t h r i n e な ど の b e n z o p h e n a n t h r i d i n e ア

ル カ ロ イ ド の 蓄 積 を 同 定 し た 。一 方 、野 生 株 に 見 ら れ る s a n g u i n a r i n e 等 の

b e n z o p h e n a n t h r i d i n e ア ル カ ロ イ ド は 激 減 し て い た 。 新 た に 生 成 し た

b e n z o p h e n a n t h r i d i n e ア ル カ ロ イ ド は 野 生 株 の 化 合 物 の 対 応 す る 位 置 が O -
メ チ ル 化 さ れ た も の で あ る こ と よ り 、オ ウ レ ン S M T の 発 現 に よ り 新 た に 生

成 し た T H C は 内 在 の b e n z o p h e n a n t h r i d i n e 生 合 成 酵 素 に よ り 変 換 さ れ 、野

生 型 細 胞 株 と は 大 き く 異 な る 代 謝 産 物 が 産 生 さ れ る と 推 定 し た 。  
引 き 続 き 、 C j S M T 発 現 株 に お け る ア ル カ ロ イ ド プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 し た

と こ ろ 、 株 間 に 大 き な 体 細 胞 変 異 が 観 察 さ れ た こ と よ り 、 ア ル カ ロ イ ド プ

ロ フ ァ イ ル の 多 様 化 を ク ラ ス タ ー 解 析 す る こ と と し た 。 ま ず 、 解 析 手 法 を

確 立 す る と と も に 、ク ラ ス タ ー 解 析 に よ り C j S M T 導 入 に よ り 、ア ル カ ロ イ

ド プ ロ フ ァ イ ル が p r o t o b e r b e r i n e  型 、p r o t o p i n e  型 、b e n z o p h e n a n t h r i d i n e  
型 に 多 様 化 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に 生 合 成 酵 素 遺 伝 子 発 現 と の

統 合 的 解 析 に よ り 、 代 謝 産 物 蓄 積 と 生 合 成 酵 素 の 発 現 に 相 関 が あ る こ と を

明 ら か と し た 。  
以 上 の 結 果 を も と に b e n z o p h e n a n t h r i d i n e ア ル カ ロ イ ド 生 合 成 系 に お い

て 未 同 定 で あ っ た p r o t o p i n e - 6 - h y d r o x y l a s e（ P 6 H）遺 伝 子 候 補 を 推 定 す る

と と も に 、 酵 母 発 現 系 を 用 い て そ の 機 能 同 定 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 ク ラ ス

タ ー 解 析 に お い て 、 そ の 発 現 が 、 基 質 と な る a l l o c r y p t o p i n e と 高 い 逆 相 関

を 示 し た C Y P 8 2 N 2 v 2 を 酵 母 に お い て 発 現 さ せ 、解 析 し た 結 果 、C Y P 8 2 N 2 v 2
は 、 a l l o c r y p t o p i n e を d i h y d r o c h e l e r y t h r i n e に 、 ま た 、 野 生 株 に お け る 相

当 す る 基 質 で あ る p r o t o p i n e を d i h y d r o s a n g u i n a r i n e へ と 変 換 で き る こ と

が 明 ら か に な っ た 。 こ の こ と は 、 S M T 遺 伝 子 発 現 に よ り 新 た に 生 成 し た 基

質 が 内 在 す る 酵 素 に よ り 変 換 さ れ る こ と を 実 証 す る も の で あ っ た 。  
今 回 の 解 析 に よ り 、 一 遺 伝 子 の 導 入 に よ っ て も 二 次 代 謝 産 物 の 多 様 化 が

誘 導 さ れ る 可 能 性 が 明 ら か に な っ た 。 特 に 、 内 在 の 生 合 成 酵 素 の 発 現 の 変

動 に よ り 代 謝 プ ロ フ ァ イ ル が 多 様 化 す る こ と が 示 さ れ た こ と は 、 創 薬 素 材

の 開 発 、 な ら び に 、 二 次 代 謝 の 進 化 を 考 え る 上 で 良 い 実 例 と 考 え ら れ た 。  
 

 



（続紙  ２  ）                            
（論文審査の結果の要旨）  

植 物 が 産 生 す る 多 様 な 二 次 代 謝 産 物 の 生 合 成 系 を 理 解 す る う え

で 、代 謝 工 学 的 解 析 は 有 用 と 考 え ら れ る 。本 研 究 は モ ル ヒ ネ や ベ ル

ベ リ ン な ど の 有 用 医 薬 品 を 多 く 含 む イ ソ キ ノ リ ン ア ル カ ロ イ ド 生

合 成 系 を 対 象 に 、通 常 は プ ロ ト ベ ル ベ リ ン 型 の ア ル カ ロ イ ド を 産 生

し な い ハ ナ ビ シ ソ ウ に 、 オ ウ レ ン 由 来 の  
s c o u l e r i n e - 9 - O - m e t h y l t r a n s f e r a s e  ( C j S M T )遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ

と に よ り 、ハ ナ ビ シ ソ ウ の イ ソ キ ノ リ ン ア ル カ ロ イ ド 生 合 成 系 の 可

塑 性 を 解 析 し 、 以 下 の よ う な 研 究 成 果 を 得 て い る 。  
１ ） C j S M T 遺 伝 子 を 導 入 し た ハ ナ ビ シ ソ ウ 培 養 細 胞 株 を 確 立 し 、

C j S M T の 発 現 に 伴 い 、  S M T の 反 応 生 成 物 で あ る

t e t r a h y d r o c o l u m b a m i n e ( T H C )、c o l u m b a m i n e  ( T H C の 酸 化 物 )な ど

プ ロ ト ベ ル ベ リ ン 型 ア ル カ ロ イ ド の 蓄 積 以 外 に 、ハ ナ ビ シ ソ ウ 野 生

株 で は 通 常 認 め ら れ な い a l l o c r y p t o p i n e、1 0 - h y d r o x y c h e l e r y t h r i n e
な ど の b e n z o p h e n a n t h r i d i n e ア ル カ ロ イ ド が 蓄 積 す る こ と を 同 定

し 、 オ ウ レ ン S M T の 発 現 に よ り 新 た に 生 成 し た T H C は 内 在 の

b e n z o p h e n a n t h r i d i n e 生 合 成 酵 素 に よ り 変 換 さ れ 、野 生 型 の 細 胞 株

と は 大 き く 異 な る 代 謝 産 物 が 産 生 さ れ る こ と を 明 ら か に し て い る 。  
２ ）C j S M T 発 現 株 間 の ア ル カ ロ イ ド プ ロ フ ァ イ ル の 多 様 性 に 着 目

し 、 ク ラ ス タ ー 解 析 に よ り 多 様 化 の 解 析 方 法 を 確 立 す る と と も に 、

C j S M T 導 入 に よ り ア ル カ ロ イ ド プ ロ フ ァ イ ル が p r o t o b e r b e r i n e  
型  、 p r o t o p i n e  型 、 b e n z o p h e n a n t h r i d i n e 型 に 多 様 化 す る こ と を

明 ら か と し て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 多 様 化 が 、 生 合 成 酵 素 の 発 現

と 高 い 相 関 が あ る こ と を 明 ら か と し て い る 。  
３ ）代 謝 プ ロ フ ァ イ ル 解 析 に 基 づ き 、 b e n z o p h e n a n t h r i d i n e ア ル

カ ロ イ ド 生 合 成 系 に お い て 未 同 定 で あ っ た

p r o t o p i n e - 6 - h y d r o x y l a s e（ P 6 H） 遺 伝 子 （ C Y P 8 2 N 2 v 2） を 同 定 し

て い る 。 ま た 、 C Y P 8 2 N 2 v 2 は 、 a l l o c r y p t o p i n e を

d i h y d r o c h e l e r y t h r i n e に 、ま た 、p r o t o p i n e を d i h y d r o s a n g u i n a r i n e
へ と 変 換 で き る こ と か ら 、S M T 遺 伝 子 発 現 に よ り 新 た に 生 成 し た 基

質 が 内 在 す る 酵 素 群 に よ り 変 換 さ れ る こ と を 実 証 し て い る 。  
 以 上 の よ う に 、 本 研 究 に よ り 、 既 存 の 生 合 成 系 に は な い 分 岐 経 路

遺 伝 子 の 導 入 に よ っ て 二 次 代 謝 産 物 の 多 様 化 が 誘 導 さ れ る こ と を 実

証 し て お り 、植 物 の 二 次 代 謝 工 学 、植 物 由 来 の 新 規 生 理 活 性 物 質 の 開

発 、な ら び に 、二 次 代 謝 の 進 化 を 考 え る 上 で 重 要 な 知 見 を 与 え て い る 。 
 以 上 の よ う に 、 本論文は博士（生命科学）の学位論文として価値あるも

のと認めた。 

 また、平成２２年１２月６日、論文内容とそれに関連した口頭試問を行っ

た結果合格と認めた。  
 

論文内容の要旨及び審査の結果の要旨は、本学学術情報リポジトリに掲載し、公表と

する。特許申請、雑誌掲載等の関係により、学位授与後即日公表することに支障がある

場合は、以下に公表可能とする日付を記入すること。  
要旨公開可能日：     年   月   日  


