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研究成果の概要（和文）：　ケシ科ハナビシソウゲノム配列の決定ならびに、発現するRNA配列の解析により、
イソキノリンアルカロイド(IQA)生合成酵素ならびに転写因子遺伝子の同定と転写ネットワーク解析を大きく進
展させた。また、多様なIQA生合成系について比較ゲノム解析するとともに、ベルベリン分解菌のゲノムを解読
し、ベルベリン分解酵素を同定し、IQA生合成・代謝系の分子進化に大きな知見を与えた。
　これらの生合成酵素遺伝子等を用いてモルフィナンアルカロイドの微生物生産系等を構築するとともに、その
生産性を向上させた。また、マウス3T3-L1細胞を用いて強い脂質蓄積抑制効果をもつ13-methylberberineを見出
した。

研究成果の概要（英文）：1) Genes for biosynthetic enzymes, especially novel cytochrome P450 and 
O-methyltransferases, and transcription factors in isoquinoline alkaloid (IQA) biosynthesis were 
identified based on the draft genome sequence and trascriptome analysis of Eschscholzia californica.
   2) Post-transcriptional regulation of WRKY transcription factor in Coptis japonica were 
characterized for the stable metabolite production. 3) Transcriptomes were characterized in several 
IQA producing plants to isolate IQA biosynthetic enzyme genes. 4) Common origin of methylenedioxy 
ring degradation and demethylation enzyme was identified in bacteria. 5) For the microbial 
production of useful IQAs, total biosynthesis of opiates by stepwise fermentation was established in
 engineered Escherichia coli, beside the efficient microbial production of stylopine using a Pichia 
pastoris expression system. 6) 13-Methylberberine, a berberine analogue with stronger 
anti-adipogenic effects on mouse 3T3-L1 cells was identified.

研究分野： 植物細胞分子生物学

キーワード： 植物アルカロイド生合成系　生合成系の分子進化　代謝工学と代謝再構築　有用二次代謝産物生産　生
理機能評価
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
植物の二次代謝産物は 25 万種にも及び、そ
の構造と生理活性の多様性から多くの研究
者の関心を集めてきたが、含量が微量、かつ、
代謝系が多岐にわたることより、その生合成
系の分子生物学的・細胞生物学的解析、なら
びに代謝工学的応用は遅れていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでに我々が解明してき

たキンポウゲ科（オウレン）ならびにケシ科
（ハナビシソウ）のイソキノリンアルカロイ
ド（IQA）生合成系に関する分子情報解析を
基盤として、より広範な IQA、特に、進化的、
あるいは、生合成経路的に異なるウマノスズ
クサ科（ウマノスズクサ）やヒガンバナ科（ヒ
ガンバナ）、アカネ科（トコン）、ミカン科（キ
ハダ）における IQA 生合成の分子進化を分子
細胞生物学的に解明し、代謝工学による多様
な新規有用物質生産系を確立するとともに、
その安定生産のための遺伝子発現制御系を
確立することを目的とした（図１参照）。 
 

図１ イソキノリンアルカロイド生合成系の概要 
 
３．研究の方法 
二次代謝産物のなかでもっとも多様な構

造と生理活性を示す植物イソキノリンアル
カロイド生合成系の分子進化の解明、代謝工
学による代謝再構築、ならびに生理機能評価
を行うために、まず、これまでに分子研究が
最も進行しているケシ科ハナビシソウの IQA
生合成系を対象に、そのゲノム構造とその遺
伝子機能を解析し、その生合成ネットワーク
を解明することを試みた。 

 
 それとともに、異なる IQA を産生するアカ
ネ科のトコン、ヒガンバナ科の IQA 生合成系
の分子レベルでの解析と代謝工学による改
変制御、さらには生理機能評価を行う。また、
キンポウゲ科やケシ科とは進化的に遠縁に
なるウマノスズクサ科やミカン科(キハダ)の
IQA 生合成系との比較解析により、IQA 生合
成系の分子進化の統合的理解とその応用基
盤を確立することを試みた。 
 
 

４．研究成果 
I. 「ゲノム遺伝子配列情報を元にした IQA
生合成酵素ネットワークの解明」 
 ケシ科ハナビシソウのドラフトゲノム配列
（0.5Gb のうち 0.42Gb を決定）を元に、IQA
生合成遺伝子クラスターの解析、IQA 生合成
に関わる P450 遺伝子群の非 IQA 産生植物シ
ロイヌナズナ等との比較を行なった。その結
果、ハナビシソウにおいては、これまでに同
定された IQA 生合成遺伝子群が遺伝子クラ
スターを形成していないこと、一方、IQA 生
合成系の CYP80、CYP82、CYP719 ファミリ
ー遺伝子が非 IQA 産生植物と比べて、ハナビ
シソウでは特徴的に増幅していること、また、
ハナビシソウゲノム上で、CYP82 遺伝子が特
定の領域に重複して存在していることを明
らかにした。さらに、これらの生合成遺伝子
を網羅的にリスト化し、異なる組織、細胞株
における発現 RNA ならびに蓄積するアルカ
ロイドを解析することにより、これまで未同
定であった chelerythrine,あるいは、macarpine
生合成に関与する O-メチル化酵素、ならびに
チトクロム P450 遺伝子候補を推定するとと
もに、組換えタンパク質を発現させ、生化学
的にも機能同定した（主な発表論文１、３他、
図２参照）。これらの遺伝子は、後述する微
生物によるアルカロイド生産系において生
産物の多様化に貢献する素材であった。 

 
図２ ハナビシソウにおける CYP82 ファミリー
の多様化と機能分化。それぞれの発現の違いによ
り蓄積するアルカロイドプロファイルが大きく変
化していた。 
 
  一方、転写調節ネットワーク解析を行うた
めに、ハナビシソウから転写因子候補
EcbHLH1-1,1-2 を単離し、その機能解析を行
ない、EcbHLH1-2 がサンギナリン生合成を制
御していることを明らかにした（主な発表論
文 13）。また、生合成酵素遺伝子のプロモー
タ配列を解析し、転写因子 bHLH、WRKY の
認識配列とともに、これまで IQA 生合成系で
は関与が不明であった ERF の認識配列が遺
伝子発現に関与していることを推定した主
な発表論文 11)。 
 そこで、解読したハナビシソウゲノム配列
をもとに、網羅的にリスト化した bHLH, 
WRKY ならびに ERF 型転写因子（156 bHLH, 
57 WRKY ならびに 169 ERF）を対象として、



二次代謝誘導因子であるメチルジャスモン
酸処理による遺伝子発現を解析することに
より、ERF, bHLH, WRKY 転写因子群が IQA
生合成酵素の発現に先駆けて発現誘導して
いること、また、ERF, bHLH, WRKY から生
合成遺伝子の発現に至る転写カスケードの
概要を明らかにした（未発表データ）。 
 
 また、WRKY 転写因子によるオウレン IQA
生合成系の発現制御を詳細に解析し、WRKY
による IQA 生合成制御において WRKY の
Y(チロシン)のリン酸化とタンパク質分解が
重要であること、すなわち、転写因子の転写
後制御が安定した物質生産（IQA）生産にお
いて重要であることを初めて明らかにした
（主な発表論文 7、図３）。また、オウレンの
WRKY が他の IQA 産生植物でも有効である
ことを明らかにした（主な発表論文 6）。 

 
図３ オウレンの IQA 生合成系における WRKY
転写因子の転写後制御の模式図 
 
さらに、転写因子の機能解析を進める手法と
して、CRISPR-Cas9 によるゲノム編集をオウ
レンプロトプラストに適用し、相同 DNA 配
列を用いたノックイン系を確立し、GFP によ
る検出を可能にするとともに、蛍光をもとに
ノックイン細胞を単離し、１細胞解析できる
ことを明らかとした（未発表データ）。 
 
II. 「次世代シーケンサー(NGS)を用いた比較
ゲノム解析による多様なアルカロイド生合
成系の解析」 
 多様な植物種における IQA 生合成遺伝子
を解析するために、トコン培養根、ウマノス
ズクサ培養細胞からの再分化系を確立し、そ
れぞれの組織における発現 RNA 解析を行っ
た。また、培養細胞化が不十分であったヒガ
ンバナ、エンゴサクからは、異なる組織から
RNA を調製し、その配列解析を行った（未発
表データ）。特に、IQA 主要経路を共有する
と考えられるウマノスズクサのアリストロ
キア酸生合成系に注力し、推定されていた
IQA 生合成経路の妥当性を含め検討した。そ
の結果、ウマノスズクサの推定 IQA 生合成経
路における酵素候補遺伝子をほぼ特定する

とともに、ウマノスズクサの magnoflorine 生
合成に関与する CYP80G2 様遺伝子を同定す
ることができた。また、アリストロキア酸の
生合成において、重要な 3’位の O-メチル化を
行う OMT 活性を組換えタンパク質を用いて
検出し、ウマノスズクサ生合成酵素の特異性
を明らかにした。（未発表データ） 
 
これらの結果は、困難はあるが、比較ゲノム
解析による生合成系解析の有効性をしめす
とともに、IQA 生合成系において生合成酵素
が極めて多様化し、生合成系進化の重要な起
点として機能していることを示唆していた。
また、これらの酵素は、多様なアルカロイド
類の代謝工学・合成生物学による物質生産の
よい材料を提供するものであった。 
 
 また、ベルベリンを単一炭素源として生育
する細菌を単離し、解析した。単離した菌株
における分解経路の解析から、2,3-メチレン
ジオキシ環の脱メチレン化が鍵反応として
重要であることを明らかにした。さらに、
同反応に関与する遺伝子 brdAをトランス
ポゾン変異導入実験ならびに相補実験で同
定した。興味深いことに、同酵素はテトラ
ヒドロ葉酸(THF)要求性であり、グリシン
分解の脱メチル酵素と高い相同性を有する
ものであったことから、細菌によるメチレ
ンジオキシ環の脱メチレン化や脱メチル化
は、原核および真核生物の両方に共通する
基本的な代謝を担うグリシンの C1 代謝に
由来することが考察された（主な発表論文
４他、図４参照） 
 

図４ ベルベリン資化性菌におけるベルベリン分
解経路 
 
III. 「微生物異種発現系を用いたアルカロイ
ド生合成系の再構築」 
 これまでの研究において、グリセロールか
ら(S)-レチクリンを生産する大腸菌株が確立
されていた。同大腸菌生産系をさらに改変す
ることにより、より高効率なレチクリン生産
系を確立した（主な発表論文 12）。また、ケ
シのモルフィナンアルカロイド生合成酵素
遺伝子を用いることにより、テバイン、ハイ
ドロコドンを生産する大腸菌培養系を構築
した（主な発表論文 8 他、図５参照）。 
 この成果は、酵母でのテバイン生産の報告
にわずかに遅れをとったが、生産性は
2.3mg/L と酵母での報告の数百倍であった。
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その後も、生産性の安定性を向上するため、
ゲノムに生合成酵素遺伝子を組み込んだ大
腸菌を作成し、そのレチクリンの生産性は、
166 mg/L に達している。 
 
 また、ヒト硫酸基転移酵素の導入によりレ
チクリン等の硫酸抱合体の生産が可能にな
った。抱合体の生理活性評価も合わせて行な
い、抱合体化により生理活性の改変が起こる
ことも明らかにした（主な発表論文２）。 

 
 
 
図５ 大腸菌を用いたテバイン生産系の確立 
 
 重要中間体であるレチクリンの高生産系
が開発されたことから、レチクリンからのア
ルカロイド変換についても開発した。具体的
には、Pichia 酵母に生合成酵素遺伝子を組み
込み、その共培養によるレチクリンからスタ
イロピン生産系の再構築が可能であること、
また、共培養系は反応に時間がかかるが反応
阻害を避けられることを明らかにした（主な
発表論文 9）。 
 
IV. 生理活性評価 
 多様な植物 IQA の有効活用をはかるため
に、線虫ならびにマウス 3T3-L1 細胞の脂肪
細胞分化系における脂質蓄積に対する IQA
アルカロイドの効果をベルベリンと比較評
価した。その結果、ベルベリン以外にも多く
の IQA 分子が脂質蓄積抑制活性をもつこと
を明らかにした。線虫における評価において
は、nhr-8 遺伝子が IQA アルカロイド、特に、
ベルベリンに対する感受性に大きく作用す
ることが明らかになった（主な発表論文 14）。
一方、マウス細胞を用いた検証から、線虫と
マウスにおける効果の違いが明らかになり、
線虫では、ベルベリンの分解が著しいことが
判明した。また、マウス細胞を用いた評価に
おいて、ベルベリンを上回る抑制効果を示す
新規化合物として、13-メチルベルベリンを見
出した。13-メチルベルベリンは、ベルベリン

同様 AMPK を介した作用とともに、新奇な
作用機構の可能性を示唆した（主な発表論文
10 他、図６参照）。また、dihydrosanguinarine
のグルコース取込み促進効果を明らかにし
た（主な発表論文 5） 

 
図６ 13-メチルベルベリンは、ベルベリンより低
濃度で強い脂質蓄積抑制効果を示した 
 
以上のように、植物のみならず、微生物を含
めた IQA の生合成、あるいは、代謝系の分子
進化の理解に重要な多くの知見を得るとと
もに、これらの知見を活用した代謝工学、な
らびに合成生物学による物質生産系の開発、
さらには、生理活性評価に貢献した。 
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