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研究成果の概要（和文）： 研究成果の概要（和文）： 

植物由来の天然物は古来より医薬、嗜好品、染料として利用されてきた。特に、12,000 種類

余の構造が知られるアルカロイドは、多くの有用生理活性物質を含んでいる。我々は、低ニコ

チンタバコ品種に利用されてきた遺伝子座にERF型転写因子が存在することを解明した。この転

写因子はインドールアルカロイド合成のマスター遺伝子ORCA3 と高い相同性を示す。マスター

遺伝子を利用した次世代代謝工学が期待される。 
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研究成果の概要（英文）： 研究成果の概要（英文）： 

Tobacco (Nicotiana tabacum) synthesizes nicotine and related pyridine alkaloids in the 

root, and their synthesis increases upon herbivory on the leaf via a 

jasmonate-mediated signaling cascade. Regulatory NIC loci that positively regulate 

nicotine biosynthesis have been genetically identified, and their mutant alleles have 

been used to breed low-nicotine tobacco varieties. Here, we studied that the NIC2 

locus, comprises clustered transcription factor genes of an ethylene response factor 

(ERF) subfamily; in the nic2 mutant, at least seven ERF genes are deleted altogether. 

The NIC2-locus ERFs are close homologs of ORCA3, a jasmonate-responsive 

transcriptional activator of indole alkaloid biosynthesis in Catharanthus roseus, 

indicating that the NIC2/ORCA3 ERF subfamily was recruited independently to 

regulate jasmonate-inducible secondary metabolism in distinct plant lineages. 
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１．研究開始当初の背景 

植物が蓄積する多種多様の二次代謝産

物は古来より医薬、嗜好品、染料などとして

人類の健康で健全な社会生活に貢献してき

た。近年の分子生物学の発展により、いくつ

かの二次代謝産物に関わる酵素遺伝子がク

ローニングされ、それらがより普遍的な一次

代謝酵素遺伝子から進化してきたことが明

らかとなった。一方、生合成系が全体として

時間的、空間的、及び植物の分化形態形成や

環境応答と関連して、どのように制御されて

いるのかは、ほとんどわかっていない。 

タバコ属植物に見出されるニコチン及び

その類縁化合物（タバコアルカロイド）はその強

い薬理活性から防虫物質として機能する。タ

バコの葉が害虫により食べられると、そのシ

グナルが葉から根に伝達され、傷害ホルモン

であるジャスモン酸を介した情報伝達系によ

りタバコアルカロイド生合成遺伝子群が根

の先端部分で活性化される。また、タバコア

ルカロイド蓄積量が著しく低下した変異体

の存在から２つの遺伝子座 IC１とNIC2 が生合

成系遺伝子の包括的コントロールに関わること

も分かっている。根端で合成されたニコチン

の大部分は導管を伝わって地上部へ転流さ

れ、全草に蓄積する。 

N

Y

M

方法 

研究代表者らはタバコアルカロイドを

標的に研究を進めており、これまでに生合成

酵素遺伝子の発現制御などに関する知見を

得てきた。特に（１）NICが複数の構造遺伝

子を転写レベルでコントロールする制御遺

伝子であること（２）ジャスモン酸シグナル

がCOI1 受容体とJAZ転写抑制因子を介する伝

達系に依存すること、及び（３）COI1 とJAZ

の下流に位置すると推定されるｂHLH型転写

因子が生合成遺伝子プロモーター上の重要

シス配列E-Boxに直接結合することなどを明

らかとしてきた。一方、転写制御機構の詳細、

NIC遺伝子とジャスモン酸伝達系の関連、及

び、NIC制御遺伝子の分子的実体が未解明で

ある。 
 
２．研究の目的 

タバコアルカロイド生合成遺伝子プロ

モーター上のシス配列E-boxに結合するｂ

HLH型転写因子NtMYCの生合成制御因子とし

ての機能を明らかにする。具体的にはRNAi法

及びCRES-T法によるNtM C機能抑制形質転換

体を作出し、生合成系に与える影響を評価す

る。特に複数のNtMYC相同遺伝子が存在する

ことから、どのメンバーが生合成系制御に機

能しているのかを明らかにする必要がある。

また、遺伝学的な制御遺伝子NICがNt YC自体

である可能性もある。nic変異体における

NtMYCの配列解析等により、そうした可能性

を検証する。さらに、ゲノムプロジェクト等

で得られた情報を参考に遺伝連鎖解析を行

いNIC遺伝子の分子クローニングを目指す。 

３．研究の



マイクロアレイ解析により低ニコチン変異

過

発現系を用いて解析した。 

SA法を用いて転写因子の特定配列へのin 

標

活性染色

 

体で発現が抑制させている遺伝子を検索し

た。 

転写産物量を定量的RT-PCRで計測した。 

アグロバクテリアの感染によって遺伝子を

植物に導入した。 

転写因子によるプロモータの活性化を一

的

EM

vitro結合能を確認した。 

的プロモーター配列とＧＵＳレポーター

遺伝子を連結した融合遺伝子をタバコに導

入し レポーター活性を定量するとともに、

により組織特異性を検討した。 

４．研究成果 
 
クラスター化した転写因子によるニコチン
生合成の制御 

NIC2 遺伝子座(B遺伝子座とも呼ばれてい

た)に特定のサブファミリーに属する複数の

ERF型転写因子がクラスター化して存在し、

nic2 変異体では少なくとも７つのERF遺伝

子が欠失していることを明らかとした。これ

ら

ずれのERF遺伝子も生合成器官であ

る

によって生じた後、それぞれが

変

性の二次代謝産物の代謝工学

の応用や制御を受ける新規生合成遺伝子

て生じた新たな酵素遺

伝

ERF遺伝子はニチニチソウにおいてイン

ドールアルカロイド生合成に関わるジャス

モン酸誘導性転写活性化因子ORCA3 と高い

相同性を示し、このNIC2/ORCA3 ERFサブ

ファミリーがジャスモン酸誘導性の二次代

謝の制御に異なる植物系統で独立に用いら

れるようになったことが考察された。 

タバコ培養根において過剰発現、発現抑制、

及び、ドミナント抑制型の発現を行い、これ

らERF遺伝子が生合成のマスター制御因子

であることを示しとともに、ERFはニコチン

生合成遺伝子のプロモーター内に存在する

GCC boxを認識し、生合成の既知の全構造遺

伝子を特異的に活性化することを明らかと

した。い

根で発現するとともに、ジャスモン酸によ

って誘導されたが、それらの誘導の時間依存

的パターンは遺伝子メンバー間で異なって

いた。互いに高い相同性を示すERF遺伝子群

は遺伝子重複

転写因子として機能分化したと考えられた。 

さらに、低ニコチン品種において発現抑制

される遺伝子として、上述の制御遺伝子に加

えて、新規生合成酵素遺伝子と液胞膜局在型

の新規ニコチントランスポーター遺伝子を

同定した。 

ニコチンを含むアルカロイドは植物色素の

ように形質を簡便に判別できないことなど

から、その変異体と原因遺伝子の同定は困難

であった。本研究により、低ニコチンタバコ

異体の原因遺伝子として、植物体内でアル

カロイド蓄積量を決めている因子が同定さ

れた意義は大きい。転写因子を利用したジャ

スモン酸誘導

へ

の効率的同定などへの応用も期待される。 

遺伝子重複によっ

子がどのように二次代謝の制御系に取り

込まれるようになったのかは興味深い問題

である。  

 

一次代謝系酵素のニコチン生合成レギュ

ロンへの取り込み 

タバコにおいてNAD合成とニコチンの

リジン環合成に関わるキノリン酸ホスホ

ボシル基転移酵素(QPT)をコードする２

つの遺伝子QPT1 とQPT2 が、どのように

ニコチン生合成のマスター転写因子である

ジャスモン酸応答性転写因子ERF189 によ

って制御されるのかを解析した。 QPT1

は構成的に発現するのに対して、QPT2 は

他のニコチン生合成遺伝子と同様にジャス

ン酸応答性や根特異的発現を示し、

ERF189 の制御を受けることが分かった。 

ピ

リ

モ



QPT2 遺伝子のプロモーター領域には３つ

の機能的なERF189 結合配列が存在し、い

ずれもERF189 によるQPT2 プロモーター

の活性化に寄与することが、in vitro結合解

析

子がプロモータ

領域に複数のERF189 結合性シス配列を

れ、ニコチン合成の獲得で必要

量の増加に対応し

 

、一過的発現系を用いたトランスアクテ

ィベーション解析、及び、タバコ形質転換

毛状根を用いたプロモーター解析から分か

った。一方、QPT1 プロモーターはERF189

に結合せず、またその制御を受けなかった。 

遺伝子重複によって生じた２つのQPT

遺伝子のうち、１つの遺伝

ー

獲得することでニコチン生合成レギュロン

に取り込ま

となったピリジン環供給

たことが考察された。 
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