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研究成果の概要（和文）：大腸菌において、芳香族アミノ酸代謝にかかわる遺伝子群全般の発現

を制御する転写調節因子（tyrR）を欠損させた。そして、フィードバック阻害耐性

3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase と chorismate mutase/prephenate 

dehydrogenase、さらに Phosphoenolpyruvate synthetase と transketolase を過剰発現させる

ことで、チロシン生産菌を作製した。このチロシン生産菌に、Ralstonia solanacearum 由来

tyrosinase と Pseudomonas putida 由来 DOPA decarboxylase、およびドーパミンからのレチク

リン生合成酵素を導入することで、微生物発酵法によるイソキノリンアルカロイド生産システ

ムを構築した。本生産システムを用いることで、効率的な植物アルカロイドの生産が可能にな

った。 

 
研究成果の概要（英文）：We generated an E. coli strain that over-produces L-tyrosine by 
two steps of genetic engineering. An E. coli strain has disrupted the tyrR gene, the 
product of which represses the expression of genes involved in aromatic amino acid 
biosynthesis. In addition, the feedback-inhibition-resistant (fbr) 
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase, fbr-chorismate 
mutase/prephenate dehydrogenase, phosphoenolpyruvate synthetase, and transketolase are 
over-expressed in an E. coli strain disrupted the tyrR gene. We establish an E. coli 
fermentation system that yields plant alkaloids from simple carbon sources, introducing 
tyrosinase from Ralstonia solanacearum, DOPA decarboxylase from Pseudomonas putida, and 
reticuline biosynthetic enzymes from dopamine in the L-tyrosine over-producing E. coli 
strain. The fermentation platform described here offers opportunities for low-cost 
production of many diverse alkaloids. 
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１．研究開始当初の背景 植物は、アルカロイド等の様々な二次代謝



産物を産生する。アルカロイドの中でも、モ
ルヒネやテバイン等に代表されるイソキノ
リンアルカロイドは、生理機能、薬理機能が
多種多様で医薬品として幅広く利用されて
いる。しかしながら、その生産の多くは植物
からの抽出によるものであり、収量と品質の
均一性にはまだ多くの問題がある。植物にお
けるアルカロイドの大量生産においては、
RNAi 法を用いた遺伝子組み換え植物体や培
養細胞を対象として研究が行われているが、
個体ごとの生産量のばらつき、培養時間の長
さ（数週間～数ヶ月）、他のアルカロイドの
混入による精製の煩雑さなどから、実用化に
は至っていない。植物における二次代謝産物
の生合成経路は多岐および多段階に渡って
おり、さらにはその生合成遺伝子の転写、発
現は高度に制御されている。そのため、植物
における特定物質の効率的な生産は容易で
はない。ケシにおいてコデイノン還元酵素の
働きを止めることで、イソキノリンアルカロ
イド中間体が蓄積するという報告 (Allen 
R.S., et al. (2004) Nature Biotechnology, 
22: 1559-1566) があるが、そのメカニズム
は解明されておらず、実用段階には至ってい
ない。一方、微生物での有用物質生産におい
ては、抗マラリア薬、artemisinin の前駆体 
artemisinic acid を酵母で生産させるとい
う報告 (Ro D-K., et al. (2006) Nature 440: 
940-943) があり、医薬の分野においても関
心が高まっている。しかしながら、植物のア
ルカロイド、特にイソキノリンアルカロイド
に関しては重要な生理活性を有するにも関
わらず、微生物を用いたアミノ酸からの大量
生産についての研究は行われていない。 

これまでに我々は、微生物のモノアミン酸
化酵素 (MAO) とイソキノリンアルカロイド
生合成酵素を組み合わせて、ドーパミンから
抗細菌剤、抗マラリア剤、抗がん剤の重要な
前駆物質であるレチクリンの大量生産を大
腸菌発現系にて成功している。さらには、
P450 オキシダーゼ酵素を導入した酵母を共
培養することで、抗 HIV 作用およびアテロ
ーム動脈硬化症の進行抑制効果が期待され
るアポルフィン型アルカロイド、マグノフロ
リンの生産にも成功している（Minami H., et 
al. (2008) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105: 
7393-7398）。我々のグループは、微生物にお
けるイソキノリンアルカロイド生産に世界
で初めて成功しており、研究を牽引する立場
にいる。これに追随して、他研究グループも
酵母におけるイソキノリンアルカロイド生
産を行っており（Hawkins KM., et al. (2008) 
Nat. Chem. Biol. 4: 564-573）、微生物にお
けるイソキノリンアルカロイド生産は、重要
性を高めている。しかしながら、いずれも微
生物でのアルカロイド生産に基質の添加を
必要としており、発酵法によるアルカロイド

生産は行われていない。他研究グループの生
産法ではイソキノリン骨格を基質としてい
るのに対し、我々はドーパミンを基質とした
生産に成功している。そこで、我々の生産シ
ステムをさらに発展させることを目的とし
て、チロシン生産菌による植物アルカロイド
発酵生産を行うに至った。 
 
２．研究の目的 

医薬的に重要なアルカロイド系麻薬（モル
ヒネやコデイン）は、植物の産生するイソキ
ノリンアルカロイドであり、チロシンから生
合成される。これまでに、我々は、ドーパミ
ンを基質にした微生物発現系でのイソキノ
リンアルカロイド生産に成功している。そこ
で、本研究ではチロシンからドーパミンまで
の生合成経路をチロシン生産大腸菌内で再
構成し、イソキノリンアルカロイド生産シス
テムと組み合わせることで、効率的なアルカ
ロイド生産を行う。すなわち、ドーパミン添
加を必要としない、微生物発酵法によるイソ
キノリンアルカロイド生産システムの構築
を目的とする。 
 
３．研究の方法 

基質の添加を必要としない大腸菌でのイ
ソキノリンアルカロイド生産システムの構
築を目的として、（１）チロシン生産大腸菌
の作製、（２）チロシンからドーパミンまで
の生合成経路の再構成によるドーパミン生
産、（３）ドーパミン生産大腸菌へのアルカ
ロイド生産システムの導入、を行う。 
（１）チロシン生産大腸菌の作製 
これまでに大腸菌でのチロシン生産は、多

数の方法によって行われている（Ikeda, M. 
Appl. Microbiol.Biotechnol. (2006) 69: 
615-626. Lütke-Eversloh, T., et al. Appl 
Microbiol. Biotechnol. (2007) 75: 103-110. 
Lütke-Eversloh, T., et al. Metab. Eng. 
(2008) 10: 69-77.）。具体的には、大腸菌に
おいて i）芳香族アミノ酸代謝にかかわる遺
伝子群全般の発現を制御する DNA 結合型の
転写調節因子 (tyrR 遺伝子) を欠損させる
ことで、チロシン生産菌が得られる。さらに、
ii） 
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosp
hate synthase をコードする aroG 遺伝子と 
chorismate mutase/prephenate 
dehydrogenase をコードする tyrA 遺伝子
を大量発現させることで、チロシン生産量が
さらに増加することも明らかとなっている。
これらの方法を利用することで、チロシン生
産大腸菌の構築を行う。イソキノリンアルカ
ロイド生合成の詳細は未だ明らかになって
いないため、チロシン生産量とアルカロイド
生産量が比例するとは限らない。そのため、
単純にチロシン生産量の多い菌を作製する



のではなく、i）および ii）を組み合わせた
様々な生産量の大腸菌を作製する。 
（２）チロシン生産大腸菌へのチロシン水酸
化酵素およびドーパ脱炭酸酵素の導入 

大腸菌でのドーパミン生産を目的として、
チロシンからドーパミンまでの生合成経路
を再構成するために、これらの生合成酵素で
ある、チロシン水酸化酵素とドーパ脱炭酸酵
素のクローニングおよび大腸菌での発現ベ
クターを作製する。そして、両酵素発現ベク
ターを（１）で作製したチロシン生産大腸菌
に導入することで、大腸菌でのドーパミン生
産を行う。チロシン水酸化酵素およびドーパ
脱炭酸酵素は、既に様々な生物種からクロー
ニングされており、複数の遺伝子が利用可能
である。さらに、当研究室でも微生物から２
種類のドーパ脱炭酸酵素の単離に成功して
おり、本研究に利用可能である。チロシン生
産大腸菌作製と同様に、効率的な発酵法によ
るイソキノリンアルカロイド生産に向けて、
様々なドーパミン生産量の大腸菌株を作製
しておく。 
（３）ドーパミン生産大腸菌への植物アルカ
ロイド生産システムの導入 

作製したドーパミン生産大腸菌に対して、
既に確立しているアルカロイド生産システ
ムを導入する。具体的には、ドーパミンから
レチクリンまでの生合成酵素（MAO、NCS、6OMT、
CNMT、4’OMT）の発現ベクターをドーパミン
生産大腸菌に導入する。まずは、既存のレチ
クリン生合成遺伝子発現ベクターを導入し
て、レチクリン生産を行う。チロシン生産量
と比べて優位なレチクリン生産量が得られ
ない場合は、ドーパミン生合成酵素（チロシ
ン水酸化酵素、ドーパ脱炭酸酵素）とレチク
リン生合成酵素の発現ベクターの構築を再
検討する。 
（４）発酵法によるイソキノリンアルカロイ
ド生産条件検討 

作製したチロシン生産大腸菌におけるイ
ソキノリンアルカロイド生産システムの条
件検討を行う。具体的には、培地組成や培養
条件、界面活性剤等の添加剤利用を検討する。
発酵法によるイソキノリンアルカロイド生
産が非効率な場合、ドーパミンよりも効率の
良い基質の利用を検討する。そして、バイオ
リアクターでの生産条件検討や、固定化酵素
を用いた生産システムの構築を行い、発酵法
によるイソキノリンアルカロイドの生産基
盤を確立する。 
 
４．研究成果 

大腸菌において、芳香族アミノ酸代謝にか
かわる遺伝子群全般の発現を制御する DNA結
合型の転写調節因子（tyrR 遺伝子）を欠損さ
せた。そして、フィードバック阻害耐性
3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosp

hate synthase（aroG gene）と chorismate 
mutase/prephenate dehydrogenase （ tyrA 
gene ）、 さ ら に Phosphoenolpyruvate 
synthetase（ppsA gene）と transketolase
（tktA gene）を過剰発現させることで、チ
ロシン生産菌を作製した。このチロシン生産
菌に、Streptomyces castaneoglobisporus 由
来 tyrosinase と Pseudomonas putida 由来
DOPA decarboxylase、およびドーパミンから
のレチクリン生合成酵素を導入することで、
微生物発酵法によるイソキノリンアルカロ
イド生産システムを構築した（図１）。本生
産システムは、15 g/L のグリセロールから、
最大で 6 mg/L のレチクリンを培地中に生産
した。本生産システムを用いることで、効率
的な植物アルカロイドの生産が可能になっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
生合成経路における律速段階を明らかに

するため、生成物の解析を行った。LC-MS/MS 
解析の結果、最終産物である reticuline だ
けでなく、dopaquinone の蓄積が見られた。
Tyrosinase は L-tyrosine から L-DOPA へ
の変換を触媒するだけでなく、さらに 
L-DOPA を dopaquinone へと変換する。そこ
で、L-DOPA から dopaquinone への酸化活性
の 低 い  Ralstonia solanacearum 由 来 
tyrosinase を生産システムに用いることに
した。その結果、15 g/L のグリセロールか
ら、46 mg/L の reticuline 生産に成功した
（図２）。本生産システムを用いることで、
植物アルカロイドの実用生産が可能になる
と考えられる。 
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