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オウレンの０－メチル化酵素遺伝子を用いたハナビシソウ培養細胞にお

けるベンジルイソキノリンアルカロイド生合成系の分子育種
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　高等植物の生産する二次代謝産物は，その強い生理活性から，医薬品などとして利用されている。しかし，植物個体にお

ける生産性は十分でなく，培養細胞系を用いた培養条件の最適化や高生産細胞株の選抜による生産性の向上が試みられてき

ているが，十分な生産性を示すものは限られている。一方，生合成関連遺伝子のクローニングおよび遺伝子導入技術の進展

に伴い，近年，これら遺伝子を用いた代謝工学により有用物質の生産性を人為的に改変することが可能となってきた。本研

究では，多くの重要な医薬品原料を含み，かつ，生合成酵素遺伝子の単離および生合成制御に関する研究が進んでいるベン

ジルイソキノリンアルカロイド（ＢＩＡ）生合成系をモデルに有用二次代謝産物の代謝工学による生産性向上の可能性につい

て検証を行った。

　ＢＩＡ生合成系の初期酵素，特に０－メチル化酵素（ＯＭＴ）の活性と生産性には相関性が認められたことなどから，１章

では，オウレン（Ｃｏｐtiｓ ｊａｐｏｎｉｃａ：Cj）由来の２種のＯ－メチル化酵素, norcoclaurine 6 - OMT （６０ＭＴ）および3’ - hyd-

roxy -ｙ- methylcoclaurine 4’- OMT （才ＯＭＴ）ｃＤＮＡをハナビシソウ（Ｋｓchｓcholｚia　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ ：Ｅ（）に導入し，これら

遺伝子の過剰発現がＢＩＡ生産性に与える効果を評価した。まず，００ＭＴ遺伝子を高発現するハナビシソウの形質転換培

養細胞を確立し，アルカロイド含量の解析を行ったところ， ＣＪ６０ＭＴの高発現株でのみ，野生株の平均に比べて最大7.5

倍と顕著なアルカロイド総含量の増加を認めた。また，形質転換細胞におけるＣ１６０ＭＴの転写産物量とアルカロイド含量

との間によい相関性があることを明らかとした。一方，これら形質転換細胞では内在のＢＩＡ生合成系遺伝子の発現が活性

化されている可能性を示唆する結果も得られた。しかし，これら内在性遺伝子の活性化はアルカロイド生合成能の増大には

つながっておらず，ハナビシソウのＢＩＡ生合成においては， ＣＪ６０ＭＴ遺伝子の過剰発現が律速の解除に大きく寄与して

いることが明らかとなった。

　２章では，ハナビシソウＢＩＡ生合成系における律速段階であると考えられた６０ＭＴについて，ハナビシソウからの遺伝

子単離と機能解析を試みた。しかし，ＰＣＲ，ＥＳＴ解析によるＥｃ６０ＭＴ遺伝子の単離は困難であり，ハナビシソウにおい

ては特異的６０ＭＴを欠いている可能性，すなわち，他のＯＭＴが６０ＭＴとして機能している可能性が示唆された。そこ

で，ハナビシソウよりボOMT cDNA を単離し，その詳細な機能解析を行った結果，£ｄ’ＯＭＴが従来知られていた

4'OMT活性のみならず６０ＭＴ活性をも有することをはじめて明らかとした。同様の活性はＣ裡ＯＭＴでも検出されたが，

０６０ＭＴには４’ＯＭＴ活性は検出されなかった。以上，ハナビシソウにおいては４’ＯＭＴが６０ＭＴとしても機能している

可能性が示唆された。また，瓦評ＯＭＴの６０ＭＴとしての比活性は０６０ＭＴの比活性と比べ非常に低く，ハナビシソウヘ

導入した０６０ＭＴ遺伝子がアルカロイド含量の増大に有効であったことの要因と考えられた。さらに4'OMTと６０ＭＴの

関係について，分子系統樹ならびに遺伝子のゲノム構造を解析した結果，６０ＭＴにばＯＭＴそのもの，あるいは，それに近

い祖先酵素から，重複と特異的６０ＭＴへの分化によって進化してきた可能性があると示唆された。

　前述のように，６０ＭＴの機能分化は，ＢＩＡ生産性に大きく影響することから，ＢＩＡ生合成系の進化において６０ＭＴと
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4'OMTの機能分化が重要なステップであると考えられた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　高等植物の生産する二次代謝産物は，その強い生理活性から，医薬品などとして利用されている。しかし，植物個体にお

ける生産性は十分でなく，さらなる生産性の向上が試みられている。近年，生合成関連遺伝子のクローニングおよび遺伝子

導入技術の進展に伴い，これら遺伝子を用いた代謝工学により有用物質の生産性を人為的に改変することが可能となってき

ているが，未だ，その戦略基盤は十分に検討されていない。本研究では，多くの重要な医薬品原料を含み，かつ，生合成酵

素遺伝子の単離および生合成制御に関する研究が進んでいるベンジルイソキノリンアルカロイド（ＢＩＡ）生合成系をモデル

に有用二次代謝産物の代謝工学による生産性向上の可能性について検証を行った結果をまとめたものであり，その評価でき

る内容は以下のとおりである。

　１）オウレン（Ｃｏｐtiｓ ｌａｐｏｍｃａ：Cj）由来の２種の０－メチル化酵素, norcoclaurine 6 - OMT （６０ＭＴ）および3’ - hyd-

　　roxy －ｙ - methylcoclaurine 4’－OMT （才ＯＭＴ）ｃＤＮＡを用い，形質転換系の確立していたハナビシソウ

　　（Ｋｓchｓcholｚia　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ：Ｅｃ｡）に導入し，００ＭＴ遺伝子を高発現するハナビシソウの形質転換培養細胞を確立して

　　いる。さらに，これら細胞のアルカロイド含量の解析を行ない， ＣＪ６０ＭＴの高発現によりアルカロイド含量が顕著に

　　増加すること，また，形質転換細胞におけるＣＪ６０ＭＴの転写産物量とアルカロイド含量との間によい相関性があるこ

　　とを明らかとしている。

　２）形質転換細胞では内在のＢＩＡ生合成系遺伝子の発現全体が活性化されている可能性を示唆するとともに　これら内

　　在遺伝子の活性化はアルカロイド生合成能の増大にはつながっておらず，ハナビシソウのＢＩＡ生合成においては，

　　Ｃ１６０ＭＴ遺伝子の過剰発現が律速の解除に大きく寄与していることを明らかとしている。

　３）引き続き，ハナビシソウからＥｃ６０ＭＴ遺伝子の単離を試み，ハナビシソウにおいては特異的６０ＭＴを欠いている

　　可能性を示唆するとともに，ハナビシソウ£ばＯＭＴの詳細な機能解析から，瓦ばＯＭＴが従来知られていた４’ＯＭＴ

　　活性のみならず６０ＭＴ活性をも有することをはじめて明らかとしている。

　4）Ｃ裡ＯＭＴにおいても同様に６０ＭＴ活性を持つこと，一方，０６０ＭＴは4'OMT活性を持たないことを確認し，八

　　ナビシソウにおいては4'OMTが４’ＯＭＴのみならず，６０ＭＴとしても機能している可能性を示唆している。

　５）さらに，分子系統樹ならびに遺伝子のゲノム構造の解析から，６０ＭＴは4'OMTそのもの，あるいは，それに近い

　　祖先酵素から，重複と特異的６０ＭＴへの分化によって進化してきた可能性を示唆するとともに，ＢＩＡ生合成系の進化

　　において６０ＭＴと４’ＯＭＴの機能分化が重要なステップであるとの仮説を提案している。

　以上の結果は，イソキノリンアルカロイド生合成系の律速段階，ならびに，その生合成系酵素の進化について大きく寄与

する重要な知見であり，植物分子生理学に寄与するところが大きい。よって，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。

　なお，平成19年１月23日，論文内容とそれに関連した分野にわたり口頭試問した結果，博士（生命科学）の学位を授与さ

れる学力が十分にあるものと認めた。
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